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Resumo

Ibrahim KY. Escape transitorio da viremia plasmatica de HIV-1 e faléncia
virolégica em pacientes sob terapéutica anti-retroviral : incidéncia e fatores
associados [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2010. 148p.

INTRODUCAO: Pacientes em terapia anti-retroviral podem apresentar
escapes transitorios de viremia plasmatica (blip), porém os preditores desse
evento e seu impacto sobre a incidéncia de faléncia virolégica sdo ainda
controversos na literatura. Neste estudo de coorte estimou-se a incidéncia
de blip e de faléncia viroldgica e investigaram-se possiveis preditores de tais
desfechos. Blip foi definido como carga viral superior a 50 copias/mL com
subsequente supressdo da viremia plasmatica e faléncia virolégica como
duas medidas consecutivas de carga viral plasmatica superiores a 50
copias/mL. Adicionalmente, pesquisou-se, por ocasido desses eventos, a
presenca de mutagdes genotipicas de HIV capazes de conferir resisténcia
aos anti-retrovirais e as concentracbes plasmaticas de inibidores néao
nucleosidicos da transcriptase reversa e inibidores da protease,
comparando-as com o relato dos participantes sobre adesdo a medicacao.
METODOS: 350 participantes infectados pelo HIV (250 homens e 100
mulheres) foram selecionados no Servigo de Extensao ao Atendimento de
Pacientes com HIV/Aids — Casa da Aids — do Hospital das Clinicas da
FMUSP, Sao Paulo, Brasil. Na admissdo ao estudo e trimestralmente, ao
longo de 78 semanas, foram coletadas informagdes sobre dados soécio-
demograficos, forma presumida de aquisicdo do virus, uso de e adesao a
medicagdes anti-retrovirais, ocorréncia de outras comorbidades, bem como
uso de alcool e de drogas ilicitas. Investigaram-se fatores potencialmente
associados a incidéncia dos desfechos de interesse, tais como ocorréncia de
outras doencas, exposi¢cao a imunizacdes e falha na adesao a praticas de
sexo mais seguro. Amostras de sangue periférico foram coletadas a cada
visita para determinacdo de carga viral plasmatica por RT-PCR
ultrassensivel, e contagem de linfocitos T CD4+ por citometria de fluxo. Nos
individuos que apresentaram os desfechos de interesse do estudo,
procedeu-se ao sequenciamento dos genes da transcriptase reversa e da
protease de HIV e a dosagem plasmatica dos anti-retrovirais por método de
Cromatografia Liquida de Alta Performance. As incidéncias de blip e faléncia
virolégica foram estimadas e os fatores associados a ambos investigados
em modelo de regressao logistica multipla. RESULTADOS: As incidéncias
de blip e faléncia virologica foram 9,4 e 4,2/100 pessoas-ano,
respectivamente. Trés individuos apresentaram faléncia virolégica
precedidos por blip. A analise multivariada, a ndo adesdo as praticas de
sexo0 mais seguro no més precedente se mostrou independentemente
associada a ocorréncia de blip (OR 24,64, IC 95% 4,40 — 137,88, p<0,001) e
de faléncia virologica (OR 24,69, IC 95% 4,20 — 145,18, p<0,001).
Adicionalmente, observou-se que a exposicao prévia a maior numero de
esquemas anti-retrovirais foi preditora dos eventos blip (OR 1,82, IC 95%
1,41 — 2,36, p<0,001) e faléncia virolégica (OR 1,67, IC 95% 1,19 — 2,35,



p=0,003). A ocorréncia de blip ndo se associou ao desenvolvimento posterior
de faléncia virologica. Um maior numero de mutacbes conferidoras de
resisténcia medicamentosa foi identificado no momento de faléncia
virolégica, quando comparado ao momento de blip, com predominio de
mutacdes no gene da transcriptase reversa, refletindo o maior uso desses
farmacos. Das 122 concentragcdes plasmaticas de anti-retrovirais analisadas
em 120 amostras, 84 estavam em niveis terapéuticos adequados. Porém,
tais resultados apresentaram apenas 69% de concordancia com a adesao
auto-referida a medicacao. Este estudo mostra que apresentar blip em uma
medida isolada pode ser um evento benigno; por outro lado, faléncia
virolégica pode ser consequente a acumulo de mutagdes conferidoras de
resisténcia a pelo menos um dos anti-retrovirais em uso, podendo
comprometer a eficacia do esquema terapéutico utilizado. Ambos os
desfechos mostraram-se mais incidentes na populagdo multiexperimentada
a terapéutica, que, portanto, merece atencao particular. Uma importante
contribuicdo deste estudo foi a avaliagdo da dosagem plasmatica dos anti-
retrovirais, método simples e de baixo custo, que, implantado na rotina
laboratorial, pode contribuir para o monitoramento da adesdo aos anti-
retrovirais e reduzir a demanda por testes genotipicos.

Descritores: 1.HIV-1 2.Viremia intermitente 3.Incidéncia 4.Terapia anti-
retroviral 5.Carga viral 6.Reacdo em cadeia de polimerase via transcriptase
reversa 7.Mutagdes 8.Dosagem/analises



Summary

Ibrahim KY. Intermittent HIV-1 viremia (blips) and virologic failure in patients
under antiretroviral therapy : incidence and associated factors [thesis]. S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2010. 148p.

BACKGROUND: HIV-1-infected patients under antiretroviral therapy may
present intermittent viremia (blip); however, predictors of this outcome and its
influence on the incidence of virologic failure remain controversial in the
literature. The aim of this study is to estimate the incidence of blip and
virologic failure in a cohort of patients under stable antiretroviral therapy and
to investigate their associated factors. Blip was defined as a plasma HIV-
RNA load above 50 copies/mL followed by a subsequent value below 50
copies/mL. Virologic failure was defined as two consecutives measures of
viral load above 50 copies/mL. Moreover, at time of occurrence of these
outcomes, HIV genotyping assays were performed in search of drug
resistance-associated mutations, and plasma concentrations of non-
nucleoside reverse transcriptase and protease inhibitors assessed and
compared with self-reported adhrence to therapy. METHODS: 350 subjects
(250 male and 100 female) were enrolled at the HIV Clinic, School of
Medicine, University of S&o Paulo, Brazil and followed for 78 weeks. At
baseline and in 3-month interval follow-up visits we collected
sociodemographic data and information on presumed mode of HIV
acquisition, use of and adherence to antiretrovirals, comorbidities and use of
alcohol and illicit drugs. Additionally, patients were questioned about potential
predictors of the outcomes, including occurrence of other diseases,
immunizations and risky sexual behavior. Blood samples were drawn for
assessment of HIV plasma viral loads, using ultrasensitive RT-PCR, and T
CD4+ cell counts by flow cytometry. Individuals who presented blip and/or
virologic failure were submitted to HIV genotyping assays and assessment of
antiretroviral  plasma  concentrations by  high-performance liquid
chromatography. Incidences of blip and virological failure were estimated and
associated factors investigated, using a multiple logistic regression model.
RESULTS: The incidence of blip and of virologic failure were 9.4/100 and
4.2/100 person-years, respectively. Three individuals presented virologic
failure after blip episodes. On multivariate analysis, non-adherence to safer
sex measures in the previous month was shown independently associated
with the occurrence of blip (OR 24.64, 95%CI 4.40 — 137.88, p<0.001) and
virologic failure (OR 24.69, 95%CIl 4.20 — 145.18, p<0.001). In addition,
history of multiple exposures to antiretroviral regimens was also a predictor of
blip (OR 1.82, 95%CI 1.41 — 2.36, p<0.001) and virologic failure (OR 1.67,
95%CI 1.19 — 2.35, p<0.001). Blips were not predictive of virologic failure. A
larger number of HIV mutations were identified at time of virologic failure, as
compared to blip episodes, with mutations detected predominantly in the
reverse transcriptase (RT) gene, probably due to larger exposure to RT
inhibitors. Eighty-four out of 122 assessments of antiretroviral plasma
concentrations analyzed in 120 samples resulted in the therapeutic range.
However, these results were concordant with self-reported adherence to



therapy in 69% of cases only. This study shows that a single blip episode
may be considered benign, whereas virologic failure could result from
accumulation of HIV drug resistance-associated mutations that may impair
the efficacy of therapy. Both study outcomes occurred more frequently
among patients with larger exposure to antiretrovirals, and therefore they
should be monitored in this regard. An important contribution of this study
concerns the assessment of antiretroviral plasma concentrations, a simple
and low cost laboratory tool. Incorporated routinely in patient follow-up, it
would help monitoring adherence to therapy and reduce the need for HIV
genotyping assays.

Descriptors: 1.HIV-1 2.Intermittent viraemia 3.Incidence 4.Antiretroviral
therapy 5.HIV viral load 6.Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
7.Mutations 8.Dosage/Analysis
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A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (aids) constitui-se na maior
e mais grave epidemia do século XX. Segundo os ultimos dados da
Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 33,4 milhdes de pessoas viviam
com HIV/aids em dezembro de 2008 e 2,7 milhdes de novas infeccoes
ocorreram no mundo somente naquele ano".

O interesse por essa epidemia propiciou, no curto periodo a partir de sua
descricdo inicial em 1981, grandes avangos cientificos em relacédo a
etiopatogenia, diagndstico e tratamento da infecgao pelo HIV propriamente dita,
além do manejo das infecgdes oportunistas a ele relacionadas. No Brasil, os
primeiros casos surgiram no estado de Sao Paulo, que € até hoje, responsavel
por uma parcela significativa da populagao infectada. Por outro lado, observou-
se entre 1998 e 2007, uma queda significativa nas taxas de incidéncia de aids
no estado de Sao Paulo, de 36,5 para 20,2 por 100.000 habitantes, tendéncia
essa que nao se confirma nas demais Unidades Federadas?.

Indubitavelmente, o desenvolvimento do tratamento anti-retroviral
especifico e, mais particularmente, o uso combinado de drogas anti-
retrovirais mais potentes (highly active antiretroviral therapy — HAART)
levaram a considerarmos hoje a possibilidade de controle de uma doencga
que se apresentava, ha duas décadas atras, associada a baixa sobrevidaZ.

A terapia anti-retroviral baseia-se em conhecimentos sobre a

fisiopatogenia da infec¢ao pelo HIV, tendo como objetivo coibir a replicagao
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do agente. Nesse contexto, duas enzimas virais — a transcriptase reversa
(TR) e a protease (Prot) — representam os sitios de acado de todo o arsenal
terapéutico de que dispunhamos no Brasil durante o periodo de
desenvolvimento do presente estudo. Eram utilizados rotineiramente em
nosso pais os inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleo(t)sideos (INTR), tais como, Zidovudina (AZT), Didanosina (DDI),
Lamivudina (3TC), Estavudina (D4T), Abacavir (ABV) e Tenofovir (TDF);
os inibidores dessa enzima nao analogos de nucleosideos (INNTR), como a
Nevirapina (NVP) e o Efavirenz (EFV); os inibidores de protease (IP), tais
como o Nelfinavir (NFV), Indinavir (IDV), Ritonavir (RTV), Saquinavir (SQV),
Amprenavir (APV), Lopinavir/Ritonavir (LPV/r) e os inibidores de fusdo, como
a Enfuvirtida®. Mais recentemente, outros anti-retrovirais (ARV) tornaram-se
disponiveis e passaram a compor 0s esquemas terapéuticos, especialmente
para pacientes em terapia de resgate — os inibidores de entrada, tais como
os inibidores de CCR5 — Maraviroque5, além de inibidores da integrase,
como o Raltegravir®.

Na maioria dos pacientes em uso de terapia anti-retroviral de alta
poténcia (HAART) obtém-se supressao sustentada da replicacédo do HIV e,
consequentemente, tais individuos passam a exibir concentragdes
plasmaticas de RNA viral inferiores a 50 cépias/mL (limiar de detecgdo dos
testes ultrassensiveis baseados na reagcdo em cadeia por polimerase
precedida de transcrigdo reversa — RT-PCR). A redugao da carga de RNA
viral plasmatico se faz de forma bifasica, inicialmente com declinio

exponencial rapido (99%), refletindo a eliminagcédo dos virus livres e a perda
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das células infectadas, seguida por uma queda mais lenta, correspondente a
lise de células infectadas de vida longa e a ativagdo dos linfocitos
latentemente infectados. O nadir da carga viral plasmatica (CV) é um
importante valor preditivo de supresséo viroldgica’.

Raboud et al.® observaram que nos pacientes infectados por HIV sob
HAART, que obtém CV indetectavel, a resposta ao tratamento anti-retroviral
€ sustentada por tempo mais prolongado, quando comparados aqueles que
mantém niveis plasmaticos abaixo de 500 cépias/mL.

Por outro lado, mesmo em pacientes que conseguem manter
carga viral plasmatica abaixo de 20 cépias/mL de forma sustentada,
pode-se verificar queda do numero de células CD4+ no sangue periférico.
Tal evidéncia é justificada pela manutencao da replicagao viral em tecido
linféide, como por exemplo, nas tonsilas, representando tais territorios
“santuarios” da infeccado®.

Dornadula et al'® demonstraram que mesmo pacientes com CV
constantemente inferior a 50 cépias/mL apresentam evidéncia ndo apenas
de discreta replicagao viral em células mononucleares de sangue periférico,
como também no proprio plasma sanguineo.

Em contrapartida, nos pacientes que interrompem a terapia ou
quando a poténcia de um esquema terapéutico é reduzida, elevacgdes
abruptas nas concentragcdes de RNA viral sdo observadas. Uma parcela
menor de individuos ndao obtém supressdo completa da viremia plasmatica,
mantendo-se com concentracdes detectaveis de RNA-HIV pelos métodos

convencionais. Diversos fatores podem levar a uma baixa eficacia terapéutica.
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Dentre eles destacam-se: 1) as caracteristicas celulares préoprias do portador
do virus, que o tornam naturalmente resistente a determinadas drogas;
2) a biodisponibilidade da droga no organismo, dependente de eventual
interacdo medicamentosa, absorgcdo, metabolizacdo e excrecao das mesmas;
3) a falta de adeséo plena ao esquema terapéutico.

Excluidos tais fatores, as falhas terapéuticas podem ainda ser
consequentes a resisténcia do virus aos medicamentos. Estudos recentes
mostram um significativo numero de pacientes com faléncia virolégica as
combinagdes de drogas, o que em parte é explicado pelo desenvolvimento
de resisténcia genotipica do HIV'"'?. Apesar do importante avango na
terapéutica anti-retroviral (TARV), nos ultimos anos, a faléncia a HAART
continua sendo um problema’'*. Porém, é constatado que a maioria dos
isolados virais ndo se torna resistente a todas as drogas simultaneamente e
que, em virtude do desenvolvimento de resisténcia cruzada, pode surgir
resisténcia genotipica a compostos ainda ndo administrados ao paciente.

A avaliacdo da resisténcia genotipica do HIV depende de testes de
amplificagdo molecular de sequéncias nucleotidicas virais, que buscam
identificar alteragdes genéticas capazes de modificar substancialmente a
estrutura das proteinas virais, bloqueando ou diminuindo a eficiéncia com
que as drogas inibem a replicagdo viral. As mutagdes identificadas como
relacionadas a resisténcia as drogas foram classificadas em dois grupos:
principais (ou primarias) e acessorias (ou secundarias).

Focalizando o seguimento evolutivo de pacientes com boa resposta

by

a TARV, tém-se verificado escapes transitérios da CV para niveis
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superiores a 50 copias/mL em até 53% dos pacientes'®. Tais elevagdes
quando nao excedem 200 a 1000 cépias/mL com subsequente supressao
da mesma, de acordo com diferentes autores, vém sendo denominada
blips'**. Outros autores, contudo, definem blips como elevagdo Unica da
CV com subseqliente supressdo da mesma, independentemente do valor
observado'® 2>,

Estudos retrospectivos e prospectivos tém documentado a
emergéncia de mutagdes de resisténcia a drogas, mesmo em pacientes
recebendo HAART que apresentam supressdo sustentada da replicagao
viral ou baixa viremia (definida como 20-1000 cépias/mL). Esses pacientes
demonstram evidéncia de ativagdo imune e emergéncia de resisténcia
genotipica e fenotipica, que pode acelerar o desenvolvimento de faléncia
virologica e determinar viremia sustentada em altas concentragdes'”9%1:25:27:28
Porém, na pratica clinica, esse fenbmeno nao é habitualmente observado,
em funcao dos testes de genotipagem comercialmente disponiveis serem
pouco sensiveis na presencga de cargas virais inferiores a 1000 cépias/mL.

Ao contrario da baixa viremia persistente, a viremia transitéria (blip) —
parece ser um fendmeno comum e benigno. Blips isolados parecem ser
inconsequentes, mas blips repetidos ou de maior carga viral podem preceder
faléncia virolégica'”#229%

Alguns mecanismos podem ser aventados para explicar a ocorréncia
dos blips da carga viral plasmatica durante o uso do esquema HAART.

Primeiramente, deve-se considerar a possibilidade da viremia transitéria ser

decorrente de ativacdo do pool de células com infecgao latente, resultando
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na producao de novas particulas de HIV, e da replicacdo viral continua,

incluindo ou n&o o aparecimento e a selegdo de novas cepas resistentes®*,

como ocorre, por exemplo, na vigéncia de infecgdes oportunistas>®’

, apos
administracdo de interleucina-2*, ou mesmo apds estimulo imunolégico
representado pelas imunizagdes contra o virus da influenza ou

39-45

anti-pneumocdécica Outras explicagcbes para esse fendbmeno

incluem flutuagdes aleatérias ao redor da média da carga viral menor que
50 copias/mL ou variagdo estatistica do método*®’.

A possivel associacao da ocorréncia de blips com faléncia virologica
em longo prazo tem interesse do ponto de vista prognostico*®, sobretudo a
avaliacao de uma provavel associacdo desse evento com a falta de adesao
ao tratamento®>?*?’. Para as doencas cronicas ndo infecciosas, aceita-se
que adesao igual ou superior a 80% se relaciona com bons resultados
terapéuticos, porém, no que se refere a TARV é necessaria adesao de mais
de 95% para se obter sucesso terapéutico sustentado em mais de 80% dos
pacientes**°.

O monitoramento da adesédo aos ARV pode se basear no auto-relato
dos pacientes acerca das tomadas regulares da medicagao, ou em técnicas
de avaliagdo mais objetivas ja disponiveis, que podem ser colocadas em
pratica, tais como, uso de dispositivo de monitoramento eletrénico - MEMS
(Medication Event Monitoring System)®!, contagem de comprimidos, uso de
dados referentes a retirada de medicamentos na farmacia®>. O seguimento

do tratamento por meio da determinagao das concentragdes plasmaticas das

drogas anti-retrovirais traz uma idéia precisa da otimizacédo e da adesao dos
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pacientes ao uso adequado das medicacdes®. O principio dessa técnica é
baseado na relagdo entre as concentragdes plasmaticas dos anti-retrovirais
(IPs e INNTRs) e a eficacia anti-retroviral resultante, por um lado, e certos
efeitos indesejaveis, por outro lado, contribuindo assim para a nogao de

intervalo terapéutico®*®’

. Cabe ressaltar que a dosagem plasmatica dos
INNTRs e dos IPs € indicada, na pratica clinica em outros paises, como, por
exemplo, a Franga, nas seguintes situacdes: em caso de interagao
medicamentosa ja conhecida; nos pacientes co-infectados por virus da
hepatite B e C, mesmo na auséncia de elevagdo de transaminases, e
também nos casos com insuficiéncia hepatica; nos pacientes com extremos
de peso corporeo; nas gestantes, em particular nas que iniciaram o
tratamento durante a gestacdo ou que apresentaram faléncia terapéutica
durante a gestacao; nos casos de ma absorcgao; casos de insuficiéncia renal
dialitica ou nao-dialitica®®. A dosagem intracelular dos metabdlitos dos
INTRs, por sua vez, tem seu uso atualmente restrito visando a pesquisa,
pois ainda nao foi estabelecido o valor clinico dessas dosagens.

O seguimento clinico de pacientes em terapia anti-retroviral
monitorado pela determinagao das concentragdes plasmaticas dos IPs e dos
INNTRs tem se apresentado cada vez mais como um meio simples, rapido e
pouco custoso de avaliacdo de ineficacia do tratamento antiviral. Este é o
primeiro estudo brasileiro que utilizou tal ferramenta para analise de adesao
dos participantes em estudo.

Enquanto em determinadas circunstancias, a replicagdo do HIV

observada no episddio de blip é contida pela continuidade da administragao
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da HAART sem consequente impacto na génese de resisténcia viral a droga,
em outros casos verifica-se a diminuicdo da inibicao da replicacdo do HIV,
com consequente supressao subodtima da viremia e surgimento de isolados
virais replicantes com mutagdes relacionadas a resisténcia a drogas
anti-retrovirais.

Face as lacunas ainda existentes no conhecimento da relevancia
clinico-epidemiologica dos eventos de viremia transitoria de HIV em
pacientes sob TARV em nosso meio, elaborou-se este estudo, com a
finalidade de estimar a incidéncia de blip e faléncia virolégica e investigar

possiveis fatores associados a esses eventos.
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1) Estimar a incidéncia de blip e de faléncia virologica em pacientes que

fazem uso de esquemas anti-retrovirais.

2) Investigar associacado entre ocorréncia de blip e fatores relacionados ao
paciente (variaveis socio-demograficas), ao tratamento (esquemas anti-
retrovirais utilizados e auto-relato de adesao a terapia) e a outros eventos

(imunizagdes ou infecgdes concorrentes).

3) Investigar fatores associados a ocorréncia de faléncia virologica, entre
variaveis socio-demograficas, esquemas anti-retrovirais utilizados e auto-
relato de adesdo a terapia, outros eventos (imunizagdes ou infecgdes

concorrentes) e ocorréncia de blip.

4) Descrever as mutagdes genotipicas encontradas na regiao pol do genoma
do HIV nos casos que apresentaram blip e/ou faléncia virolégica, bem

como os subtipos virais.

5) Determinar a concentracado plasmatica dos medicamentos anti-retrovirais
nos seguintes momentos
e precedente ao evento blip ou a faléncia viroldgica
e nos eventos blip ou faléncia viroldgica, associando-as, quando
possivel, a presenga de mutag¢des genotipicas virais conferidoras
de resisténcia medicamentosa e aos esquemas anti-retrovirais

em uso por esses individuos.
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6) Avaliar a concordancia entre o auto-relato de adesado ao tratamento
anti-retroviral e as concentracbes plasmaticas de medicamentos
inibidores n&o nucleosidicos da transcriptase reversa e inibidores da

protease viral.



3 Métodos
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3.1 Caracterizacao da populacao estudada

O presente estudo foi realizado, tendo como sujeitos adultos vivendo
com HIV/aids em tratamento anti-retroviral, atendidos no Servico de
Extensdo ao Atendimento de Pacientes com HIV/AIDS - Casa da AIDS - da
Divisao de Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(SEAP-HCFMUSP). Trata-se de um ambulatério especializado no cuidado
integral a adultos que vivem com HIV/aids, localizado na regido central de
Sao Paulo. No momento do desenvolvimento do presente estudo, 3.500
sujeitos eram seguidos nesse servigo, dos quais 3.000 se encontravam sob
uso de TARV. A maior parte dos individuos pertencia ao sexo masculino, a
via de transmissao presumida de HIV predominante era sexual e, entre os
homens, predominavam homens que fazem sexo com homens. A populagao
de usuarios do ambulatorio era multiexperimentada a TARV, como descrito

em estudo de Gutierrez et al®?

, que investigou a co-infecgao HIV-tuberculose
na unidade. Segundo esses autores 92,1% dos participantes da pesquisa
estavam sob uso de TARV, dos quais, 50,8% haviam experimentado, pelo
menos, trés esquemas terapéuticos distintos. Por outro lado, existe uma

parcela significativa de individuos atendidos no servigo que se mantém com

CV indetectavel, apesar do longo tempo de infecgao.
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3.2 Desenho do estudo

Estudo de coorte prospectiva.

3.3 Definicdo dos desfechos de interesse

Durante o acompanhamento na coorte os eventos considerados como
desfechos do estudo incluiram:
e Escape transitério da viremia de HIV (blip): deteccao de CV superior
a 50 coépias/mL com CV subsequente inferior a 50 copias/mL
(indetectavel)
e Faléncia virologica: deteccdo de duas amostras consecutivas com

CV superior a 50 copias/mL

Ambos os desfechos foram caracterizados de forma dicotbmica,

segundo ocorréncia de blip (sim ou ndo), ou de faléncia viroldgica (sim ou nao).
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3.4 Definicdo das variaveis independentes de interesse

As variaveis independentes de interesse no presente estudo incluiram:

a) Caracteristicas socio-demograficas:

idade: variavel continua

sexo

cor da pele (auto-referida)

escolaridade: categorizada em estratos (inferior a 8 anos;

8-11 anos; superior a 11 anos de estudo)

b) Variaveis relacionadas a infec¢ao pelo HIV:

forma presumida de aquisi¢ao da infecgao por HIV

possui parceiro fixo também infectado por HIV: sim ou ndo
tempo de diagndstico da infecgao por HIV (em meses): variavel
continua

numero de esquemas anti-retrovirais ja utilizados

numero de trocas de esquemas anti-retrovirais por resisténcia
medicamentosa

adeséo a terapia anti-retroviral (tomou todas as doses prescritas,
na semana precedente?): sim ou ndo

adesao a praticas de sexo mais seguro: sim ou n&o
determinagdo quantitativa de células T CD4+ (numero de
células/mm3) a admissao no estudo: variavel continua

carga viral plasmatica de HIV (cépias de RNA-HIV/mL) no
momento do desfecho: variavel continua

terapia anti-retroviral (esquema em uso): somente ITRN,

ITRN + ITRNN, ITRN + IP, outro
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c) Outras variaveis clinicas e habitos:
« doenca de base: sim ou néo
« faz uso de outras medicagdes: sim ou nao
« tomou vacina no més precedente: sim ou nao
« infeccao concorrente no més precedente: sim ou nao
« diarréia no més precedente: sim ou nao
« Uso de drogas ilicitas no més precedente: sim ou nao

« Uso de alcool no més precedente: sim ou nao

3.5 Céalculo do tamanho da amostra

Para efeito de calculo do tamanho amostral estimou-se a
ocorréncia de blip em 39%, com evidéncias da literatura da época, que
demonstraram freqiéncia de 25-53%32. Baseado nesses dados,
considerando um universo populacional de 3.000 pacientes em
terapéutica anti-retroviral atendidos no servigo, uma margem de erro de
+5% em relagdo a freqUéncia estimada do desfecho, nivel de
significancia estatistica de 5% e poder estatistico de 80%, calculou-se
que seriam necessarios 326 individuos. Além disso, levou-se em conta o
fato da genotipagem para HIV ser menos eficiente quando realizada em
pacientes com carga viral baixa. Estimou-se que a sensibilidade da
genotipagem pela técnica empregada estivesse em torno de 81%, calculo

esse baseado no estudo de Mackie et aI63, em que houve falha no
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sequenciamento em 13 entre 68 amostras analisadas com carga viral
abaixo de 300 cépias/mL (19,1%). Em vista disto, planejou-se recrutar

350 individuos para o estudo.

3.6 Selecéo dos individuos

Foram considerados elegiveis para o presente estudo os sujeitos que
preenchessem os seguintes critérios:

a) ldade igual ou superior a 18 anos;

b) Diagnéstico sorolégico de infecgdo por HIV, segundo critérios
estabelecidos pelo Ministério da Saude, que incluem
sororreatividade em ensaio imunoenzimatico, seguida de
confirmacdo da soropositividade com base em padrées de

reatividade ao teste de Western blot %;
c) Estar em acompanhamento ambulatorial no SEAP-HCFMUSP;
d) Estar em uso de anti-retrovirais;

e) Ter apresentado duas cargas virais plasmaticas indetectaveis,
com intervalo de no minimo 2 meses entre elas, com base na
técnica ultrassensivel de quantificacgo do RNA de HIV-1
(Amplicor HIV-1 Monitor versao 1.5 - Roche Diagnostic, Chicago —
EUA, de acordo com as instrugdes do fabricante), cujo limite de

deteccéao é de 50 cépias de RNA do HIV/mL.
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Na estratégia para inclusédo de sujeitos para o estudo, realizou-se entre
os meses de outubro e novembro de 2004, como etapa de pré-selecéo, uma
busca no banco de dados disponivel no Laboratério de Investigacdo Médica
em Virologia (LIM-52) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
USP (HC-FMUSP), responsavel pela realizagao de exames laboratoriais para
monitoramento evolutivo da carga viral plasmatica de HIV e da determinagcao
quantitativa de células CD4+ periféricas dos pacientes em acompanhamento
ambulatorial no SEAP-HCFMUSP. Procurou-se identificar adultos (idade igual
ou superior a 18 anos) que possuiam a ultima determinacao de CV, realizada
pelo método standard de RT-PCR, seguindo-se as recomendacgbes do
fabricante (Amplicor, Roche, Chicago, EUA), com resultado inferior a 400
copias de RNA-HIV/mL.

Tais pacientes tiveram suas duas avaliagbes subsequentes de carga
viral plasmatica de HIV, realizadas rotineiramente no servico com intervalo
de pelo menos dois meses entre as coletas, analisadas pelo método
ultrassensivel de deteccdo de RNA viral por RT-PCR, (Amplicor HIV-1
Monitor versdao 1.5 - Roche Diagnostic, Chicago, EUA), cujo limite de
deteccao é de 50 coépias de RNA-HIV/mL, seguindo-se as recomendacoes
do fabricante.

Os individuos que apresentaram ambas CV inferiores a 50 copias/mL
foram entdo convidados pelo investigador a participar do estudo, seja por
meio de contato telefénico ou por abordagem direta no momento em que
compareceram ao servico para coleta rotineira de exames laboratoriais de

monitoramento evolutivo.
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Entre julho de 2005 e junho de 2006 foram assim selecionados, de
forma consecutiva, 350 sujeitos para participar da coorte prospectiva.
A figura 1 resume de forma esquematica as etapas de selecdo dos sujeitos

para inclusdo no estudo.

Lista do laboratério (LIM-52)
de pacientes do SEAP que
realizaram exames de carga
viral de HIV nos meses de
outubro e novembro de 2004

A

Individuos com CV <400
copias/mL

RT-PCR ultrassensivel para RNA-HIV

y

Individuos com 2 CV
consecutivas < 50 copias /mL

\ 4

Individuos elegiveis para o
estudo

Figura 1 - Fluxograma de sele¢&o dos individuos incluidos no estudo. SEAP-Casa da AIDS,
HC-FMUSP Séao Paulo, 2005 - 2007
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3.7 Procedimentos do estudo

3.7.1 Avaliagéo dos sujeitos nalinha de base da coorte

ApOs a selecédo acima descrita, os individuos considerados elegiveis
foram abordados por ocasido de seu comparecimento ao servigco para
coletas de exames de rotina ou convidados em contato telefénico a
comparecer ao SEAP, ocasido em que o investigador apresentou-lhes o
projeto de pesquisa, convidou-os a participar do mesmo e obteve assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1) dos que concordaram.

Em seguida, os individuos foram submetidos a primeira entrevista com
0 pesquisador responsavel para coleta de dados referentes a linha de base da
coorte. Esses incluiram variaveis socio-demograficas, informacgdes acerca da
forma de aquisicao do HIV, do uso de e adesado a medicagdes anti-retrovirais
e investigacdo da existéncia de outras comorbidades, bem como uso de
alcool e de drogas ilicitas. Foram ainda questionados sobre fatores
potencialmente associados com aumento transitério da viremia, tais como
presencga de outras doengas concorrentes, exposicao recente a imunizagdes e
falhas de adesao a praticas de sexo mais seguro (Anexo 2, Tabela 1).

Na primeira visita do estudo os sujeitos foram ainda submetidos a nova
coleta de amostra de sangue periférico em tubos contendo EDTA para
determinacdo de CV pelo método de RT-PCR ultrassensivel,
imunofenotipagem de linfécitos T periféricos por citometria de fluxo e

armazenamento de amostras bioldgicas a -80°C para posterior processamento
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da genotipagem de HIV e dosagem sérica dos anti-retrovirais em uso, nos

casos que essas se fizeram necessarias, segundo o protocolo de pesquisa.

3.7.2 Avaliagcao dos sujeitos durante o seguimento da coorte

Para o acompanhamento na coorte os pacientes foram convidados a
comparecer a cinco novas visitas no ambulatério do SEAP-HCFMUSP em
intervalos de 90 dias, perfazendo seguimento total de 78 semanas, ou até a
ocorréncia do desfecho faléncia virolégica. Em todas as visitas foram
novamente entrevistados pelo investigador para registro das variaveis de
interesse e submetidos a novas coletas de sangue periférico para avaliagéo
laboratorial evolutiva, que incluiu determinagbes quantitativas das

concentragdes plasmaticas de RNA-HIV e de células CD4+ e CD8+ (Anexo 2).

Tabela 1 - Conteudo do formulario aplicado com intervalos de 3 meses (£ 1 més) apds a

inclusdo no estudo

Variaveis Visita 1 Visita2 a 6
Sécio-demogréficas X

Modo de aquisi¢cao do HIV X

Adesdao auto-referida aos ARV X X
Manifestacdes clinicas X X
Infecgdes concorrentes X X
Vacinas X X
Medicamentos concomitantes X X
Adesdao as praticas de sexo mais seguro X X
Carga viral plasmatica de HIV X X
Determinacdo quantitativa de células T

CD4+ X X
Genotipagem S/IN S/IN
Dosagem plasmatica S/IN S/IN

S/N: se necessario, de acordo com o protocolo da pesquisa
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Todas as determinacbes da CV pelo método ultrassensivel foram
processadas conforme as recomendacdes do fabricante pelo Laboratério de
Investigagcdo Médica em Virologia (LIM-52) do HC-FMUSP, que também se
incumbiu da imunofenotipagem de linfécitos T periféricos CD4+ e CD8+ por
técnica de citometria de fluxo (FACS Calibur).

Cabe destacar que os individuos que apresentaram CV detectavel
somente na sexta visita foram convocados para uma sétima visita adicional
com intuito de definir a qual grupo de desfecho pertenceriam - blip ou
faléncia viroldgica.

Nos eventos de blip e de faléncia virolégica procurou-se realizar a
genotipagem de HIV. A analise genotipica das sequéncias de HIV foi
inicialmente realizada no Laboratério de Virologia (LIM-52) do HC-FMUSP e
em seguida, devido as dificuldades técnicas encontradas no
desenvolvimento do trabalho, procedeu-se a um novo estudo das amostras,
apods envio das mesmas ao Laboratorio de Virologia do Hospital Pellegrin da
Universidade Victor Segalen — Bordeaux 2, Franca. Essas analises foram
realizadas pelo investigador, apds treinamento intensivo na técnica
localmente utilizada, a partir de amostras de sangue da rotina do laboratério
em questdo. O estudo genotipico viral foi conduzido apds extragcdo de RNA
viral do plasma sanguineo.

Aliquotas adicionais de plasma que haviam sido armazenadas a
-80°C foram também enviadas ao Laboratério de Farmacocinética e
Farmacologia Clinica do Hospital Haut-Lévéque da Universidade Victor

Segalen — Bordeaux 2, Franga, para avaliagdo da concentragcédo plasmatica
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de anti-retrovirais em uso pelo individuo, nos eventos blip e nas falhas
virolégicas. Para essa determinagcdo foi adotado o método de HPLC
(High Performance Liquid Chromatography - Cromatografia Liquida de Alta
Performance) acoplado a deteccdo por ultravioleta dos inibidores da
protease e inibidores da transcriptase reversa nao-analogos de
nucleosideos®®>*®. A avaliacdo farmacoldgica foi conduzida também pelo
investigador, apds aprendizado tedrico e treinamento pratico realizado com

amostras da rotina desse laboratorio.

3.8 Protocolos laboratoriais

3.8.1 Determinacgédo da carga viral plasmética de HIV

A carga viral para HIV foi processada a partir de amostras de sangue
total coletadas em tubo contendo EDTA e processadas em até 6 horas apos a
coleta. Tanto o método standard quanto o ultrassensivel foram baseados em
cinco processos: preparagao da amostra; transcrigdo reversa do RNA alvo
para DNA complementar (DNAc); amplificagdo por PCR do DNAc alvo,
usando primers complementares especificos do HIV-1; hibridacdo do DNA
amplificado com sondas de oligonucleotideos especificas ao alvo e detecgao
de DNA amplificado ligado a sonda pela determinagao colorimétrica. A técnica
de quantificacdo do HIV-1 da Roche Diagnostic, denominada Amplicor HIV-1

Monitor versdo 1.5, permite a avaliagdo de amostras numa variagao de
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detecgdo linear de 50 a 750.000 copias/mL. Foram separados, por
centrifugacao, 500uL de plasma (de acordo com a metodologia utilizada —
Standard ou ultrassensivel), nos quais se procedeu a extracdo do RNA viral
juntamente com um controle interno da reacdo - padrdo de qualificagédo
interno (QS). Apds a extracdo, o material foi amplificado e detectado pelo
Cobas Amplicor HIV-1 Monitor (Roche Diagnostic, Chicago, EUA). Através de
centrifugacao prévia de 500uL de plasma, obteve-se um concentrado de RNA
viral, que foi utilizado no procedimento pelo método ultrassensivel, seguindo a
técnica de extragdo com alteracdo apenas nos volumes dos controles, os
quais foram reduzidos. A amplificacdo e detecgcdo seguiram a metodologia

Standard, obtendo um volume de reposi¢cao em suspensao de 100uL.

3.8.2 Quantificacdo dos linfocitos T CD4+ periféricos

Foi realizada a partir de amostras de sangue coletadas em tubo
contendo EDTA e processadas em no maximo 6 horas apds a coleta.
A técnica realizada foi a citometria de fluxo, na qual 50uL da amostra foram
incubados por 15 minutos, a temperatura ambiente, em tubos True Count
(Becton Dickinson Immunodiagnostic Systems, BDIS, New Jersey, EUA)
juntamente com 20uL de anticorpos monoclonais especificos. Apos esse
tempo, foram adicionados 450uL de solugédo de lise FACS Lysing Solution
(BDIS). Essa mistura foi homogeneizada e incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram entdo analisadas em citdmetro de

fluxo FACS Calibur com o auxilio do programa Multitest (BDIS).
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3.8.3 Genotipagem de seqiiéncias de HIV

Inicialmente, foi realizada por meio da extracdo de RNA viral a partir de
plasma sanglineo. A versao 2.0 da Abbott Viroseq (lllinois, EUA) foi utilizada
para analisar sequéncias na regiao pol do HIV-1, que normalmente é
preconizada para os individuos com carga viral superior a 2.000 copias/mL.
Assim, resumidamente, o virus foi extraido de 1,0 mL de plasma e
concentrado por centrifugagdo a 23.000 x g por 90 minutos a 4°C com
obtencéo do pellet, e 0 RNA extraido do mdédulo de extragcao proveniente do
kit, constituindo alvo para a transcricdo. Em seguida, o RNA extraido foi
submetido a amplificagdo, usando os primers do sistema de genotipagem ABI
Viroseq HIV-1 da Abbott, versao 2.0. Cinco pL do produto obtido na primeira
etapa de amplificagdo da PCR foram submetidos a uma segunda amplificagao
por PCR, utilizando os primers A e H do mddulo de sequenciamento do kit
Viroseq Versao 2.0. Para tal procedimento, foram empregados 1 x buffer de
PCR (Invitrogen, Califérnia, EUA), 1,5mM MgCl,, 0,2mM de cada
desoxiribonucleotideo, 0,3uM de cada primer e 2,5 unidades de AmpliTaq
gold (Invitrogen, Califérnia, EUA). As amostras foram submetidas a um unico
ciclo a 93°C por 12 minutos e em seguida, 40 ciclos de 93°C por 20 segundos,
64°C por 45 segundos e 66°C por 3 minutos, seguidos por um unico ciclo de
72°C por 10 minutos, com a temperatura final mantida a 4°C. O produto final
da RT-PCR foi visualizado em gel de agarose a 1% e purificado, seguindo-se
as recomendagdes do fabricante. Em seguida procedeu-se ao
sequenciamento as analises do software da Viroseq HIV-1 versao 2.0.
Finalmente, as sequéncias foram subtipadas, usando o banco de dados de

resisténcia genotipica de HIV-1 da Universidade de Stanford®.
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Uma segunda técnica de genotipagem foi aplicada, visto que houve
falha na deteccao das sequéncias na maioria das amostras analisadas, devido
ao fato da maioria delas apresentar CV inferior a 1.000 cépias de RNA-HIV/mL.
Inicialmente, 1 mL de cada amostra foi transferido para um tubo estéril Sarstedt
e submetido a ultracentrifugacdo a 4°C e a 23.500 x g durante 1 hora.
Em seguida, com a utilizagdo do kit comercial QIAmp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, Califérnia, EUA), a extracdo do RNA viral foi realizada e sucedida pela
amplificacdo do mesmo por RT-PCR, utilizando os genes da transcriptase
reversa (TR) — codons 1 a 240 — e da protease (Prot) — cédons 1 a 99, em duas
combinagbes de primers 5uL cada e o uso do kit TITAN | (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemanha), sendo a reagcao processada no aparelho termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, EUA) segundo

0 programa abaixo de duragéo de 3 horas e 30 minutos:

50°C durante 30 minutos

94°C durante 2 minutos

s
94°C durante 30 segundos

40 ciclos de < 55°C durante 30 segundos

68°C durante 1 minuto e 30 segundos
\
68°C durante 7 minutos

8°C ao infinito

Os primers externos da transcriptase reversa (TR) foram MJ3 (5'— AGT
AGG ACC TACACCTGTCA-3)eMJ4 (5 —CTGTTAGTG CTT TGG TTC
CTCT-3")ou RT18 (5 — GGA AAC CAA AAA TGA TAG GGG GAATTG GAG
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G-3)eRT21 (5 —CTG TAT TTC TGC TAT TAAGTC TTT TGATGG G- 3)
e para a protease (Prot) foram 5' PROT1 (8" — TAATTT TTT AGG GAA GAT
CTG GCC TCC C - 3') e 3' PROT1 (5' — GCA AAT ACT GGA GTA TTG TAT
GGA TTT TCA GG - 3') ou 5 eprB (5 — AGA GCT TCA GGT TTG GGG - 3)
e 3 eprB (5 — GCC ATC CAT TCC TGG CTT — 3). Para tal reagao, foi
utilizado um controle negativo apenas contendo o mix da reagéo.

Dois pL do produto da PCR associados a 98 uL do mix preparados com
a utilizagdo do kit AmpliTaq Gold foram submetidos a uma nested PCR.
Os primers internos para a TR foram A(35) (5'— TTG GTT GCA CTT TAA ATT
TTC CCATTAGTC CTATT —3') e NE1(35) (5'— CCT ACT AACTTC TGT ATG
TCA TTG ACA GTC CAG CT - 3'), ou RT1 (5- CCA AAA GTT AAA CAA TGG
CCA TTG ACA GA — 3) e RT4 (5" — AGT TCA TAA CCC ATC CAA AG - 3))
e para a Prot foram 5' PROT2 (5' — TCA GAG CAG ACC AGA GCC AAC
AGC CCC A - 3') e 3' PROT2 (5" — AAT GCT TTT ATT TCT TCT GTC AAT
GGC - 3') ou 5 prB (5 — GAA GCA GGA GCC GAT AGACA -3)e 3 prB
(3 — ACT GGT ACA GTT TCA ATA GG — 3). Dois controles negativos foram
utilizados, um deles representado por 2 uL do controle negativo da primeira
rodada de amplificacdo por PCR e o segundo pelo mix da nested PCR.
O programa utilizado com duragao de 3 horas e 30 minutos € descrito abaixo:

94°C durante 12 minutos
( 94°C durante 30 segundos
40 ciclos de < 55°C durante 30 segundos

72°C durante 2 minutos

\
72°C durante 7 minutos

8°C ao infinito
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Em seguida, a deteccdo do DNA amplificado foi feita em gel de
agarose a 1,5%, sendo as amostras misturadas com azul de metileno e
depositadas nos orificios préprios, além de 5 yL do marcador de peso
molecular depositados no orificio reservado. Apés corrida eletroforética com
voltagem em torno de 120 volts por 15-20 minutos, a revelacédo da presenca
ou auséncia de DNA era feita através do depdsito do gel sobre a placa para
detecgao por ultravioleta.

As amostras que obtiveram DNA detectavel foram submetidas a etapa
de purificagdo para, em seguida, serem sequenciadas em sequenciador
automatico, utilizando o kit CEQ DTCS Quick Start no software versao 6.0
(Beckman Coulter, Inc., Fullerton, EUA) e a analise das substituicbes dos
aminoacidos registrada em relagao a sequéncia do virus selvagem HXB2, no
Laboratério de Virologia do Hospital Pellegrin da Universidade Victor
Segalen Bordeaux 2, como previamente descrito®®. Devido aos baixos
valores de carga viral apresentados pela maioria das amostras, foram
utilizados 10 pL de DNA purificado em vez de 6 L, junto com o mix
preparado com a utilizagado do kit de sequéncia SEQ DTCS Quick Start Kit
da Beckman Coulter (Foster City, EUA). Os primers utilizados da reacgao
foram os mesmos primers internos utilizados na reagdo de nested PCR.

O programa de reacgéao de sequéncia foi HIV_CEQ.CYC, descrito a seguir:

;
20 segundos a 96°C — Separacédo dos bragos 3' 5'

30 ciclos { 20 segundos a 50°C — Hibridagéo

4 minutos a 60°C — Elongacao

| a4°C ao infinito
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A determinagcao dos subtipos virais foi baseada na sequéncia de
nucleotideos derivados das regides da Prot e da TR, apds alinhamento das
mesmas com cepas referéncia do grupo M e N do banco de dados de gene
de HIV-1%, empregando-se o software Clustal 1.74 Multiple Sequence
Alignments. Os dendogramas gerados foram visualizados com auxilio dos
softwares Njplot e MacDraw Pro. As mutagdes relacionadas a resisténcia
viral foram registradas de acordo com o algoritmo da International AIDS

Society (IAS)®.

3.8.4 Determinacdo da concentragcdo plasméatica de anti-retrovirais

A dosagem plasmatica dos anti-retrovirais pode ser realizada em
qualquer amostra, desde que a ultima tomada da medicacdo tenha sido
feita com intervalo inferior a 24 horas do momento da coleta. Entretanto,
para a adequada interpretacdo, o horario da coleta assim como o horario
da ultima tomada da medicacdo deve estar anotado na ficha de exame
laboratorial para que o farmacéutico ou clinico responsavel pela
interpretacdo dos resultados possa ter subsidios para a realizacdo da
interpretacédo correta de acordo com os niveis de corte pré-estabelecidos
das concentragdes minima e maxima.

Os principios ativos das drogas empregados para as analises
farmacologicas foram fornecidos pelos proprios fabricantes dos farmacos,

sob diversas formas quimicas, seja em forma de base ou de sal.
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A determinacado das concentracdes de ARV foi efetuada pelo método
de HPLC com fase reversa para determinagdao quantitativa dos IPs e
INNTRs no plasma humano. Essa técnica se baseia em uma fase de pré-
tratamento através de uma extragcédo sélido-liquida, seguida de recuperagao
do farmaco para sua anadlise e deteccdo do mesmo no cromatégrafo com
ultravioleta. Em seguida, passa-se a interpretacao dos resultados. Para tal, €
necessaria a anotagao de dados concorrentes como: outras medicagdes em
uso, os anti-retrovirais em uso a serem analisados, data e horario da ultima
dose administrada, assim como data e horario da coleta da amostra
analisada. Os resultados foram avaliados de acordo com os parametros pré-
estabelecidos, segundo a zona de concentragao plasmatica residual ou pico
dos INNTRs e IPs habitualmente eficazes sobre os virus sensiveis, conforme

apresentado no quadro 1.

Quadro 1 - Intervalo de concentragao residual adequada para os diversos anti-retrovirais
das classes INNTR e IP

Medi 2 Dosagem : Dosagem ] allvo
edicamento Cmaéx (ng/mL) Cmin (ng/mL) para Virus
selvagem
Nevirapina 1h apés 200 mg |6.500 + 1.800| 12h apds 200 mg |4.500 + 1.900 | 4.000-8.000
Efavirenz 1h ap6s 600 mg (4.100 + 1.200| 24h apds 600 mg |1.700 £+ 1.000| 1.000-4.000
Indinavir 1h ap6és 800 mg | 7.930 (x?) | 8hapos 800 mg | 150 (50-300) 150-800
Nelfinavir 3h apds 1250 mg | 3.000-4000 |12h apés 1250 mg| 1.000-3000 | 1.000-4.000
(Fos)Amprenavir*/1,5h apos 700 mg| 5.380-6.860 | 12h apds 700 mg | 1.770-2.540 | 800-3.000
Lopinavir/r** 4h ap6s 400 mg | 8.000-10.000 | 12h apés 400 mg | 3.000-5.000 | 3.000-8000
Atazanavir** 3h apds 300 mg |5.233 £ 3.033 | 24h ap6s 300 mg | 862 + 638 200-1000

* Fosamprenavir 700 mg+ Ritonavir 100 mg
** Concentragao Lopinavir; r = ritonavir 100mg
*** Atazanavir 300 mg + Ritonavir 100mg
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3.9 Analise dos Resultados

Os dados obtidos nas entrevistas e o0s resultados dos exames
laboratoriais realizados foram inseridos em banco de dados informatizado,

empregando-se o programa computacional EpiData 3.1.

3.9.1 Incidéncia de blip e de faléncia virolégica

As frequéncias dos desfechos do estudo blip e faléncia virologica
foram calculadas com base na razdo entre o numero de eventos de
interesse observados e o total de pacientes analisados. As densidades de
incidéncia dos desfechos blip e faléncia virolégica foram estimadas em
relagdo a 100 pessoas-ano de seguimento clinico-laboratorial. Para o calculo
do tempo total de seguimento e da densidade de incidéncia de faléncia
virolégica, o seguimento foi considerado até a ocorréncia desse desfecho.
Para o calculo da densidade de incidéncia de blip, o tempo total de
seguimento dos individuos que apresentaram blip foi considerado até o

momento do acontecimento do primeiro blip.

3.9.2 Pesquisa de fatores associados aos desfechos

Para a investigacdo de fatores associados a ocorréncia dos

desfechos de interesse do estudo, inicialmente compararam-se os individuos

que apresentaram eventos de blip durante o seguimento na coorte com
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aqueles que se mantiveram sempre avirémicos, no tocante as variaveis
sécio-demograficas, modo de aquisicdo do HIV, adesdo auto-referida a
terapia anti-retroviral, manifestagdes clinicas observadas durante o
seguimento, infecgdes concorrentes, vacinas administradas no més
precedente a visita, medicacbes concomitantes, adesao as praticas de sexo
mais seguro, esquema anti-retroviral em uso, numero de trocas de
esquemas anti-retrovirais por resisténcia viral, numero de esquemas anti-
retrovirais ja utilizados e tempo de infecgao por HIV.

As mesmas variaveis independentes foram investigadas quanto a sua
possivel associagdo com a ocorréncia de faléncia virolégica, tomando-se
desta feita como grupo controle o conjunto de individuos que apresentaram
blip e que se mantiveram avirémicos durante o seguimento da coorte. Cabe
ainda destacar que a ocorréncia de blip foi incluida como variavel
independente na avaliagao de preditores do desfecho faléncia virologica.

Para os pacientes avirémicos foram consideradas para a analise
todas as variaveis independentes de interesse como observadas no
momento inicial do estudo (visita 1). Para os pacientes que apresentaram
desfechos (blip e faléncia virologica), utilizaram-se para a analise as
variaveis socio-demograficas e categoria de exposicdo, com dados obtidos
na primeira visita e para, as demais variaveis independentes de interesse os
valores observados no momento de ocorréncia do desfecho.

Cabe esclarecer que para os individuos que apresentaram faléncia
virolégica, as variaveis independentes de interesse analisadas corresponderam

as observadas no segundo momento consecutivo de deteccdo de viremia
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superior a 50 copias/mL, ou seja, no momento em que se definiu a faléncia
virologica.

Os sujeitos que apresentaram mais de um blip foram considerados
para analise apenas na ocorréncia do primeiro episddio de escape da
viremia. Os participantes que abandonaram o estudo antes da definicao do
desfecho que iriam apresentar, ou seja, aqueles que apresentaram no seu
ultimo comparecimento a visita de acompanhamento da pesquisa uma
carga viral superior a 50 copias/mL sem uma dosagem consecutiva que
permitisse classifica-los em algum dos desfechos estudados foram
excluidos da analise.

Para a comparagdo entre grupos, as variaveis independentes de
interesse, quando categoéricas, foram descritas segundo cada desfecho com
uso de frequéncias absolutas e relativas e realizados testes de associagao
entre as variaveis e cada desfecho, conforme a categorizagdo adotada no
estudo, com uso de testes qui-quadrado, ou testes da razdo de
verossimilhancas (para amostra insuficiente com mais de duas categorias na
variavel) ou testes exatos de Fisher (para amostras insuficientes com
apenas duas categorias na variavel)®.

As variaveis numéricas foram descritas segundo cada desfecho de
interesse e comparados os valores de idade entre os pacientes com uso de
testes t-Student’® e para as demais varidveis, teste Mann-Whitney’".
As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos softwares
Microsoft® Excel 2003 e SPSS verséo 15.0, tendo sido adotado o nivel de

significancia igual a 5%.
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Em seguida, passou-se ao modelo de regress&o logistica multipla’
com intuito de identificar os fatores independentemente associados a
presenca dos desfechos blip e faléncia virolégica. Na construgao de tais
modelos foram incluidas todas as variaveis que apresentaram niveis de
significancia abaixo de 0,2 (p < 0,2) na analise bivariada inicial.
Optou-se pelo calculo das razées de chance (odds ratio - OR) para cada
uma das variaveis explanatérias, com calculo de seus respectivos
intervalos de confianga 95% (ICgs) como medidas de associagéo entre
essas e a ocorréncia de blip ou faléncia virolégica. Permaneceram no
modelo final as variaveis que apresentaram niveis de significancia abaixo

de 5% (p < 0,05).

3.9.3 Descricdo das mutagdes genotipicas em sequéncias de HIV

identificadas por ocasido dos desfechos avaliados

As mutagdes identificadas no genoma do HIV nas amostras de sangue
coletadas por ocasiao dos desfechos do estudo (blip e faléncia viroldgica)
foram descritas e interpretadas no tocante a sua associagao com resisténcia
aos medicamentos ARV de acordo com o algoritmo preconizado pela IAS em
dezembro de 2009%. Segundo tal diretriz, as mutagdes no gene da protease
viral podem ser classificadas como primarias (ou principais) ou secundarias
(ou acessorias). As primeiras sao definidas como aquelas primeiramente
selecionadas na presenca do farmaco ou como aquelas que reduzem

substancialmente a sensibilidade do agente viral ao inibidor da protease em
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uso. As mutagdes secundarias, por sua vez, geralmente sao identificadas

apos o aparecimento das primarias e sdo por si so incapazes de ocasionar

resisténcia a qualquer inibidor da protease. Porém, sao responsaveis por

intensificar a capacidade de replicacdo dos virus que ja contém mutacoes

principais. Algumas dessas mutagdes estdo presentes como polimorfismos

em algumas cepas de subtipos ndo B do HIV®®. Os quadros 2, 3 e 4 resumem

a classificacdo de mutacbes adotada no presente estudo para interpretacao

de seu significado em termos de resisténcia medicamentosa.

Quadro 2 - Mutagdes conferidoras de resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa

analogos de nucleos(t)ideos, adaptado das recomendagdes do IAS - dezembro 2009%

INTR | M41 [A62*| K65 | D67 | 69** | K70 [ L74 | V75 | F77 |Y115|F116|Q151|M184|L210(T215|K219
ABV \Y, R S \Y, | L F Y \Y,

DDI \Y R S V | L Y M

3TC \Y, R S | L Y M | VI

DAT L \Y R S R | L Y M W | Y/F | QE
TDF \Y, R S R

AZT L \Y N S R | L Y M W | Y/F | QE

TAMs: Thymidine Analogue-Associated Mutations — influencia na sensibilidade de todos os INTRs
* Mutagdo conferidora de resisténcia aos multiplos INTRs quando associada as TAMs
**Complexo de inser¢io 69: confere resisténcia a todos os INTRs
*** Complexo 151: diminui a sensibilidade de todos os INTRs, exceto do Tenofovir

Quadro 3 - Mutagbes conferidoras de resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa

nado-analogos de nucleosideos, adaptado das recomendagdes do IAS - dezembro 2009%

INNTR L100 K101 K103 V106 V108 Y181 Y188 G190 P225
Efavirenz | P N M | C/ L S/IA H
Nevirapina | P N AM | Cil C/LIH A




Quadro 4 - Mutagdes conferidoras de resisténcia aos inibidores da protease, adaptado das recomendagdes do IAS - dezembro 2009%

IP | L10 | G16 | K20 | L24 | D30 | V32 | L33 | E34 | M36 | M46 | 147 | G48 | 150 | F53 | 154 | D60 (162 |L63 | 164 |A71 |G73 |L76 |V77|V82| 184 | 185 | N88|L90 | 193
ATVIr | IIF E R/M/I | I I/F Q I/L I/L \% L |LY|[LVIM| E \% L/M| Vil | C/IS | AT | V V S M L
VIC ™ v v T/A v | T/ T/A F/l M
APV/r | F/ F \ \% L/VIM S \ AF | V M
RV T/A SIT
IDV/r | I/R M/R /L \% VIT|SIA| V | AF | V M
Vv T
LPVIr | F/l M/R F IIL | VIA V | LY | VILIA P VIT| S \% AF | V M
R/V M/T/S SIT
NFV F/l N I/L VIT | AF | V D/IS| M
SIT
SQV/Ir | I/IR \% V/L/A \ VIT| S I AF | V M
\% M/T/S SIT

SOpOJaN

L€
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3.9.4 Avaliacdo da dosagem plasmatica de anti-retrovirais

As concentragbes plasmaticas dos anti-retrovirais obtidas nas
amostras dos pacientes estudados foram apresentadas e interpretadas

segundo critérios descritos por Lamotte et al”

, que levam em conta o horario
da coleta e o horario da tomada da ultima dose de anti-retroviral. Nessa
analise as concentracbes plasmaticas podem ser classificadas como
adequadas ou inadequadas, em termos de seu nivel terapéutico baseado na
concentracdo minima ou maxima do farmaco analisado, dependendo do
momento da administragcédo da ultima dose do medicamento.

Além disso, buscou-se comparar os resultados obtidos nas analises
farmacoldgicas (concentragdes adequadas ou inadequadas dos ARV) com o
auto-relato de adesdo ao tratamento anti-retroviral, obtido nas entrevistas
com os participantes do estudo. A adesdo auto-referida foi considerada

adequada quando o individuo fez uso de todas as doses na semana que

precedeu a coleta e inadequada quando falhou ao menos uma tomada.

3.10 Aspectos Eticos

A participacdo dos sujeitos na pesquisa foi voluntaria e eventual
recusa em fazé-lo ou abandono de seguimento ndo modificou a atencao a
saude que os mesmos receberam no servigco ambulatorial onde o estudo foi

realizado. O protocolo da pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica e
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Pesquisa do Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e pela Comissao de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica
do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo, sob niumero 024/05 (Anexo 3).



4 Resultados
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4.1 Selecéo da populacédo de estudo

Como mostra a figura 2, no periodo de julho de 2005 a junho de 2006
foram inicialmente pré-selecionados no SEAP-HCFMUSP 560 individuos,
que preenchiam critérios de inclusdo definidos para o presente estudo.
ApoOs a realizagdo de dois exames consecutivos de carga viral pelo método
de RT-PCR ultrassensivel, 462 mantiveram-se elegiveis por terem
apresentado cargas virais indetectaveis. Destes, um individuo evoluiu para
obito antes de ser convidado a participar do estudo, 84 nao responderam ao
convite e 20, embora convidados, recusaram-se a participar. As justificativas
mais frequentes para a recusa foram indisponibilidade de tempo para
comparecer ao servigo para as visitas programadas pelo estudo e dia de
coleta de exames incompativel com sua rotina de vida. Os demais sete
pacientes elegiveis, ndo chegaram a ser convidados, uma vez que a
inclusdo consecutiva de sujeitos ja havia atingido o numero previsto para a
realizacdo do estudo, com base no calculo do tamanho amostral
anteriormente apresentado.

Para o presente estudo de coorte foram assim admitidos
consecutivamente 350 participantes. Resumidamente, no primeiro trimestre
de execugdo da pesquisa (julho a setembro de 2005) foram recrutados 15

sujeitos, no segundo trimestre (outubro a dezembro de 2005) 142 sujeitos,



Resultados 42

no terceiro trimestre (janeiro a margo de 2006) 132 individuos e no quarto

trimestre (abril a junho de 2006) outros 61 individuos, perfazendo 100% da

amostra planejada.

98 individuos com pelo
560 individuos . menos
com CV < 400 i 1 amostra CV > 50
copias/mL copias/mL
1 ébito
A 4
462 individuos
com 2 CV <50 g
copias/mL 84 individuos n&o
responderam a
convocagao
(.
20 recusas ]
v
350 individuos [ 7 individuos nao
incluidos contactados

Figura 2 - Processo de selecdo da amostra, com o motivo de ndo-inclusdo de casos. SEAP-

Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 - 2006
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4.2 Seguimento Clinico-Laboratorial

Os 350 participantes incluidos na coorte foram seguidos
ambulatorialmente conforme anteriormente descrito, por meio de visitas
trimestrais de reavaliagdo. Do total de individuos admitidos ao estudo, 93,1%
(326 individuos) completaram as seis visitas de seguimento, totalizando 78

semanas de acompanhamento (Grafico 1).

Grafico 1 - Porcentagem de participantes do estudo, segundo visitas realizadas no
seguimento. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 - 2007
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90
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No conjunto da populacdo estudada, pbéde-se calcular o tempo de

seguimento total como de 496,5 pessoas-ano.
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4.3 Desfechos do Estudo

Levando-se em conta o desfecho principal deste estudo, buscou-se
identificar o comportamento da carga viral de HIV ao longo do seguimento
efetuado. Essa se manteve indetectavel na maioria dos casos, denotando
eficiéncia da terapia anti-retroviral em propiciar adequada supressdo da
replicagéo viral. Assim, 286 (81,7%) individuos permaneceram com viremia
abaixo do limiar de deteccéo pela PCR ultrassensivel durante todo o tempo
de seguimento, dos quais, 22 que ndo completaram o estudo se mantiveram
com carga viral indetectavel durante o tempo em que estiveram sob
seguimento (12 individuos por 12 semanas, e outros 2, 4, 3 e um,
respectivamente, por 24, 36, 48 e 60 semanas), restando 264 que se
mantiveram com viremia nao detectavel até o final do estudo.

Quarenta e quatro (12,6%) participantes apresentaram pelo menos
um evento de blip, ou seja, uma medida de carga viral superior a
50 cépias/mL seguida de carga viral indetectavel na determinagao
imediatamente subseqliente. Dessa forma a incidéncia de blip foi de 9,4
por 100 pessoas-ano (44 blips/ 467,5 pessoas-ano). Dois pacientes
apresentaram dois escapes transitorios de viremia e um terceiro
apresentou 3 blips.

Vinte e um (6,0%) individuos apresentaram faléncia virologica, isto é,
duas cargas virais consecutivas superiores a 50 cépias/mL, determinando,
portanto, densidade de incidéncia desse desfecho de 4,2 por 100 pessoas-

ano (21 faléncias viroldgicas/ 496,5 pessoas-ano). Deve-se destacar que
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apenas 3/21 (14,3%) eventos de faléncia virolégica foram precedidos pela

ocorréncia de blip.

Tabela 2 - Ocorréncia de blip e de faléncia virolégica segundo visita de seguimento na
coorte. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Visita 1 2 3 4 5 6
CV Indetectéavel 326 313 325 320 320 310
Blip 10 8 5 7 4 14
Faléncia viroldgica - 14 2 2 1 2
Total de pacientes 350 337 334 330 327 326

Quatorze individuos que apresentaram viremia detectavel na sexta
visita foram convocados para uma sétima visita adicional, 3 meses depois,
para a confirmagdo da indetectabilidade ou ndo de suas respectivas cargas
virais. Nesse momento os escapes de viremia neles observados puderam ser

classificados segundo os desfechos do estudo (blip ou faléncia virolégica).

4.4 Pesquisa de fatores associados aincidéncia de blip

A tabela 3 compara os individuos que apresentaram blip ao longo do
seguimento na coorte com os individuos persistentemente avirémicos no
tocante a caracteristicas socio-demograficas. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre eles quanto a sexo, cor da pele e grau de

escolaridade.
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Tabela 3 - Comparagéo de caracteristicas sécio-demogréficas entre individuos dos grupos
blip e avirémico. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 - 2007

Blip
Variavel Nao Sim OR IC (95%) p Total
N % N % Inferior  Superior

Sexo 0,363"

M 202 856 34 144 1,00 236
F 84 894 10 10,6 0,71 0,33 1,50 94
Cor 0,451#
Branca 201 870 30 13,0 1,00 231
Preta 15 93,8 1 6,3 045 0,06 3,51 16
Parda 66 835 13 165 1,32 0,65 2,68 79
Amarela 4 100,0 - 0,0 a 4
Escolaridade 0,134”

até 8 anos 91 875 13 1255 1,00 104
8-11 anos 100 870 15 13,0 1,05 047 2,33 115
> 11 anos 95 856 16 144 1,18 0,54 2,59 111
Total 286 86,7 44 133 330

“Teste do qui-quadrado; # Teste da razdo de verossimilhangas
a Nao foi possivel calcular

A média de idade dos individuos que apresentaram blip foi de 41,82
anos, enquanto a do grupo de avirémicos foi de 44,47 anos (p=0,055).
N&o se observou diferenca estatisticamente significativa em relagao a renda
per capita entre esses dois grupos (p= 0,965).

No que se refere as variaveis relacionadas a exposi¢cao ao HIV, é
interessante apontar que 178 (50,9%) participantes do estudo possuiam
parceiro sexual fixo, dos quais 66 (37,1%) também apresentavam infecgéo
por HIV, enquanto 112 (62,9%) eram sorodiscordantes.

Pela tabela 4 verifica-se que a categoria de exposigao ao HIV e ter

parceiro fixo também infectado por HIV ndo se mostraram associados a
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incidéncia de blip. Em contraste, os individuos que relataram falta de adeséao
as praticas de sexo mais seguro tiveram 22 vezes mais chance de

apresentarem blip durante o seguimento (p<0,001).

Tabela 4 - Comparagéo de variaveis relacionadas a exposi¢ao ao HIV entre individuos dos
grupos blip e avirémico. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP Sao Paulo, 2005 — 2007

Blip
Variavel Nao Sim OR IC (95%) p Total
n % n % Inferior Superior

Parceiro HIV+ 0,988”

Nao 89 84,0 17 16,0 1,00 106
Sim 52 839 10 16,1 1,01 0,43 2,36 62
Categorias de exposicdo 0,540#
Homossexual 97 858 16 14,2 1,00 113
Bissexual 30 882 4 11,8 0,81 0,25 2,60 34
Heterossexual masculino 52 852 9 14,8 1,05 043 2,54 61
Heterossexual feminino 77 895 9 10,5 0,71 0,30 1,69 86
Usuario de droga 14 875 2 125 3,46 0,72 16,70 16
intravenosa

Hemofilico - 0,0 1 100,0 a 1
Transfuséo 16 842 3 15,8 1,14 0,30 4,35 19
Adeséo as praticas de
sSexo mais seguro <0,001*

Sim 284 88,2 38 11,8 1,00 322

Nao 2 250 6 75,0 22,42 4,37 115,09 8
Total 286 86,7 44 133 330

“Teste do qui-quadrado; #Teste da razdo de verossimilhangas; *Teste exato de Fisher
a Nao foi possivel calcular

Na tabela 5 comparam-se os sujeitos que apresentaram blip e os
persistentemente avirémicos em relacdo a habitos e a intercorréncias
clinicas observadas ao longo do seguimento da coorte. Nao se verificou
associagao entre a incidéncia de blip e relato de uso de drogas ilicitas ou de

alcool. A existéncia de doenca de base, o uso de medicacbes combinadas
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aos anti-retrovirais, histéria de diarréia, infecgao ou exposicdo a vacinas no
més precedente a coleta dos dados também nao se mostraram preditores do

desfecho blip.

Tabela 5 - Comparagdo de habitos e intercorréncias clinicas no més precedente a visita
entre individuos dos grupos blip e avirémico. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo,
2005 - 2007

Blip
Variavel Nao Sim OR IC (95%) p Total
n % N % Inferior Superior

Doenca de base 0,269"

Nao 170 850 30 15,0 1,00 200
Sim 116 89,2 14 10,8 0,68 0,35 1,35 130
Faz uso de outras medica¢fes? 0,931"

Nao 158 86,8 24 13,2 1,00 182
Sim 128 86,5 20 13,5 1,03 0,54 1,95 148
Uso de drogas ilicitas no

Gltimo més? 0,153*

Nao 272 87,5 39 12,5 1,00 311
Sim 14 73,7 5 26,3 249 0,85 7,30 19
Tomou éalcool no altimo més? 0,650"

Nao 185 86,0 30 14,0 1,00 215
Sim 101 87,8 14 12,2 0,85 0,43 1,69 115
Teve diarréia no ultimo més? >0,999*

Nao 259 86,6 40 13,4 1,00 299
Sim 27 871 4 12,9 0,9 0,32 2,89 31
Teve infecgdo no Gltimo més? 0,578"

Nao 219 87,3 32 12,7 1,00 251
Sim 67 84,8 12 152 1,23 0,60 2,51 79
Tomou vacina no Gltimo més? 0,332*

Nao 265 86,0 43 14,0 1,00 308
Sim 21 955 1 45 0,29 0,04 2,24 22
Total 286 86,7 44 13,3 330

"Teste do qui-quadrado; *Teste exato de Fisher

Ao se compararem os participantes do estudo no tocante a terapia
anti-retroviral, pdde-se verificar que no que se refere a adesao a medicacao

anti-retroviral, observou-se na entrevista inicial que mais de 90% dos
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participantes relataram tomar os medicamentos segundo a prescrigao
(respeitando corretamente o rigor dos horarios ou com certo atraso),
enquanto menos de 10% referiu falhar doses. Como ilustra a tabela 6, nao
houve diferengca estatisticamente significativa entre os grupos blip e
avirémico (p=0,573) em relagao a adesao ao tratamento anti-retroviral.

Um total de 16 (36,4%) participantes que apresentaram blip pertencia
ao grupo que utilizava como terceira droga um inibidor de transcriptase
reversa nado-analogo de nucleosideo, enquanto 26 (59,1%) se encontravam
sob uso de inibidores de protease e dois (4,5%) utilizavam outra classe de
drogas (Tabela 6). Uma maior proporcdo de individuos em uso de IP
apresentou blip, quando comparados aqueles em uso de INNTR, com
associacao significativa entre o uso de IP e o aparecimento de blip (p=0,005)

na analise bivariada.

Tabela 6 - Comparagao de dados referentes ao uso de anti-retrovirais (ARV): ades&o auto-
referida e classe de ARV utilizada pelos participantes pertencentes aos grupos blip e
avirémico. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, S&o Paulo, 2005 — 2007

Blip
Variavel Nao Sim OR IC (95%) p Total
N % n % Inferior Superior

Uso regular da medicagéo 0,573

Nao 25 833 5 16,7 1,00 30
Sim 261 87,0 39 13,0 0,75 0,27 2,07 300
Anti-retroviral 0,005#
INTR+INNTR 177 91,7 16 8,3 1,00 193
INTR+IP 97 789 26 21,1 297 1,52 5,80 123
Outras 12 857 2 14,3 1,84 0,38 8,97 14
Total 286 86,7 44 1373 330

*Teste exato de Fischer; #Teste da razdo de verossimilhangas
INTR: inibidor analogo nucleos(t)idico da transcriptase reversa
INNTR: inibidor ndo-analogo nucleos(t)idico da transcriptase reversa
IP: inibidor da protease
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Constatou-se que a maioria dos pacientes (244; 69,7%) havia
recebido no maximo dois esquemas de terapia anti-retroviral até a sua
inclusdo no estudo. As trocas relatadas nessa ocasido haviam sido
motivadas em sua maioria por intolerdncia a combinagdo empregada ou
necessidade de adequacgao posoldgica, segundo informacdes relatadas pelo
proprio sujeito da pesquisa.

A tabela 7 mostra que os individuos que apresentaram o desfecho
de interesse blip eram mais experimentados do ponto de vista da terapia
anti-retroviral, relatando uso pregresso de um maior numero de
esquemas medicamentosos (p<0,001) e também maior numero de trocas
de anti-retrovirais por resisténcia (p=0,001). Além disso, constatou-se
que o tempo de infecgcao foi estatisticamente superior no grupo que

apresentou blip (p = 0,013).

Tabela 7 - Comparagao de variaveis numéricas relacionadas a historia de terapia anti-
retroviral e tempo de infecgdo por HIV entre pacientes pertencentes aos grupos blip e
avirémico. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Variavel Blip Média DP Mediana Minimo Méaximo N p

, Nao 2,09 1,10 2 1 5 286 <0,0018
Numero de esquemas
ARV utilizados sim 302 136 3 1 5 44
NUumero de trocas de Nao 0,45 1,02 0 0 4 286 0,0018
esquemas ARV por
resisténcia Sim 1,11 1,54 0 0 4 44

. - Nao 85,25 36,37 80,5 5 235 286  0,0138

Tempo de infeccgdo
por HIV Sim 102,20 42,69 98,5 27 219 44

§Mann-Whitney
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Cabe sintetizar que na etapa de analise bivariada realizada para
investigar fatores preditores da incidéncia de blip, destacaram-se com p <
0,20 as variaveis: ndo adesao as praticas de sexo mais seguro, numero de
esquemas anti-retrovirais utilizados e numero de trocas de esquemas
medicamentosos ocasionados por resisténcia, além do tempo de infecgao
por HIV, a idade, o relato de uso de drogas ilicitas e estar em uso de IP
como terceira droga do esquema ARV. Tais variaveis foram a seguir
incluidas em modelo de regressao logistica multipla para identificar fatores
independentemente associados a esse desfecho (Tabela 8).

Notou-se que, apds ajuste para as demais variaveis incluidas no
modelo, a ndo adesao as praticas de sexo mais seguro no més precedente a
coleta de exames se mostrou fortemente preditora da ocorréncia de blip.
Os participantes que relataram praticas de sexo desprotegido no més
precedente a visita de acompanhamento apresentaram risco 24 vezes maior
para ocorréncia do desfecho em questdo (p<0,001). Adicionalmente,
observou-se que o incremento de um esquema anti-retroviral aumentou em

82% a chance de ocorréncia de blip (p<0,001).
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Tabela 8 - Modelo de regressao logistica multipla para avaliagdo de fatores associados a
ocorréncia de blip. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

IC (95%)

Inferior Superior

Modelo Variavel

Faz uso de drogas ilicitas?

Nao 1,00

Sim 0,37 0,11 1,22 0,103
Adeséo as préaticas de

sexo mais seguro

Sim 1,00
Nao 26,98 4,22 172,66 0,001
ARV

Parcial ITRN+ITRNN 1,00
ITRN+IP 1,70 0,78 3,70 0,178
Outras 1,16 0,20 6,54 0,869
Idade 0,97 0,93 1,01 0,094
Numero de esquemas ARV utilizados 1,56 0,98 2,48 0,059
Numero de trocas de 1,02 0,68 1,53 0,939
esquemas ARV por resisténcia
Tempo de infecgéo 1,01 1,00 1,02 0,132
Adesdo as préticas de sexo mais seguro

e Sim 1,00
Nao 24,64 4,40 137,88 <0,001
Numero de esquemas ARV utilizados 1,82 1,41 2,36 <0,001

4.5 Pesquisa de fatores associados a incidéncia de faléncia

virologica

A tabela 9 compara caracteristicas socio-demograficas dos individuos
que apresentaram faléncia virolégica ao longo do seguimento da coorte com
as daqueles que se mantiveram persistentemente avirémicos ou que

apresentaram blip (reunidos no grupo nao-faléncia viroldgica). Nao houve
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diferenca estatisticamente significativa entre esses grupos quanto a sexo e
grau de escolaridade, em contraste com o observado em relagdo a cor da

pele auto-referida (p=0,01).

Tabela 9 - Comparagao de caracteristicas socio-demograficas entre individuos dos grupos
com e sem faléncia virologica . SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Faléncia virolégica

Variavel Nao Sim OR IC (95%) p Total
n % n % Inferior Superior
Sexo 0,631"
M 234 944 14 56 1,00 248
F 93 930 7 70 126 049 3,22 100
Cor 0,010#
Branca 229 92,7 18 7,3 1,00 247
Preta 16 100,0 - - a 16
Parda 78 98,7 1 1,3 0,16 0,02 1,24 79
Amarela 4 66,7 2 333 636 1,09 37,12 6
Escolaridade 0,134"
até 8 anos 103 972 3 28 1,00 106
8-11 anos 115 943 7 57 2,09 053 8,29 122
> 11 anos 109 90,8 11 92 346 0,94 12,77 120
Total 327 940 21 6,0 348

"Teste do qui-quadrado; # Teste da raz&o de verossimilhangas
a Nao foi possivel calcular

A média de idade no grupo faléncia virologica foi de 42,00 anos,
enquanto a do grupo nao-faléncia virolégica foi de 44,16 anos (p=0,084).
Analogamente nao se observou diferenga significativa entre os grupos em
relacdo a renda per capita (p= 0,369).

No que se refere as variaveis relacionadas a exposi¢gao ao HIV, a

categoria de exposicao e ter parceiro fixo também infectado por HIV nao se
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mostraram associados a incidéncia de faléncia virolégica (Tabela 10).

Em contraste, os individuos que relataram falta de adesdo as praticas de

sexo mais seguro tiveram 18 vezes mais chance de apresentarem faléncia

virolégica durante o seguimento (p=0,003).

Tabela 10 - Comparagao de variaveis relacionadas a exposigao ao HIV entre individuos dos

grupos faléncia virolégica e nao-faléncia virolégica. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP Séao

Paulo, 2005 — 2007

Faléncia virolégica

Variavel Nao Sim OR IC (95%) P Total
N % n % Inferior Superior
Parceiro HIV+ 0,749"
Nao 105 946 6 54 1,00 111
Sim 61 924 5 76 143 042 4,90 66
Categorias de exposicéo 0,526#
Homossexual 112 941 7 59 1,00 119
Bissexual 34 100,0 - a 34
Heterossexual masculino 61 924 5 7,6 1,31 0,40 4,31 66
Heterossexual feminino 85 934 6 6,6 1,13 0,37 3,48 91
Usuario de droga
intravenosa 16 94,1 1 59 a 17
Hemofilico 1 100,0 - - a 1
Transfuséo 18 900 2 10,0 1,78 0,34 9,24 20
Adeséo as praticas de
Sexo mais seguro 0,003"
Sim 324 947 18 53 1,00 342
Nao 3 5000 3 50,0 18,00 3,39 95,55 6
Total 327 940 21 6,0 348

"Teste exato de Fisher; #Teste da razao de verossimilhangas

a Nao foi possivel calcular

Na tabela 11 comparam-se os sujeitos que apresentaram faléncia

viroldgica e os que n&o apresentaram tal desfecho em relagcdo a habitos e a

intercorréncias clinicas observadas ao longo do seguimento da coorte.

Como se pode observar nao se verificou associagao entre a incidéncia de
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blip e relato de uso de drogas ilicitas ou de alcool. A existéncia de doenca de

base, 0 uso de medicacbes combinadas aos anti-retrovirais, historia de

diarréia, infeccdo ou exposicdo a vacinas no més precedente a coleta dos

dados também n&o se mostraram preditores de faléncia virolégica.

Tabela 11 - Comparagdo de habitos e intercorréncias clinicas no més precedente a visita

entre individuos dos grupos faléncia virolégica e nao-faléncia virologica. SEAP-Casa da

AIDS, HC-FMUSP, Séao Paulo, 2005 — 2007

Faléncia virolégica

Variavel Nao Sim OR IC (95%) p Total
n % n % Inferior Superior
Doenca de base 0,055"
Nao 196 92,0 17 8,0 1,00 213
Sim 131 970 4 30 0,35 0,12 1,07 135
Faz uso de outras 0,809"
medicagoes?
Nao 178 93,7 12 6,3 1,00 190
Sim 149 943 9 57 090 0,37 2,18 158
Uso de drogas ilicitas >0,999*
no ultimo més?
Nao 309 939 20 6,1 1,00 329
Sim 18 947 1 53 0,86 0,11 6,76 19
Tomou alcool 0,277"
no ultimo més?
Nao 211 930 16 7,0 1,00 227
Sim 116 959 5 41 057 0,20 1,59 121
Teve diarréia >0,999*
no ultimo més?
Nao 292 939 19 6,1 1,00 311
Sim 35 946 2 54 088 0,20 3,93 37
Teve infeccéo 0,440"
no ultimo més?
Nao 243 946 14 54 1,00 257
Sim 84 923 7 7,7 145 0,56 3,71 91
Tomou vacina 0,216*
no ultimo més?
Nao 303 944 18 56 1,00 321
Sim 24 889 3 111 210 0,58 7,65 27
Total 327 940 21 6,0 348

"Teste do qui-quadrado; *Teste exato de Fisher
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Ao se compararem os participantes do estudo no tocante a terapia
anti-retroviral recebida (Tabela 12), pdde-se verificar que n&o houve
diferenca estatisticamente significativa na adesdo ao tratamento entre os
grupos faléncia virolégica e nao-faléncia virologica (p= 0,426).

Onze (52,4%) sujeitos pertencentes ao grupo do desfecho de
interesse estavam sob uso de INNTR, enquanto 9 (42,8%) individuos
utiizavam IP e somente 1 (4,8%) recebia ambas as classes de anti-
retrovirais. Porém, em relagdo a incidéncia de faléncia virologica,
contrariamente ao observado com a ocorréncia de blip, ndo houve diferencga
significativa entre os grupos que apresentaram ou n&o o desfecho no tocante
aos esquemas de ARV utilizados (Tabela 12).

Buscou-se ainda avaliar se a ocorréncia de episddios de blip ao longo
do seguimento na coorte poderia ser preditora de faléncia virolégica, porém,
tal associagcéo nao pdde ser demonstrada (p=0,738) (Tabela 12).

Tabela 12 - Comparagao de dados referentes ao uso de anti-retrovirais (ARV): ades&o auto-
referida e classe de ARV utilizada pelos participantes pertencentes aos grupos faléncia

virolégica e nao-faléncia virolégica e comparagéo entre os grupos em relagédo a ocorréncia
precedente de blip. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Faléncia Virolégica

Variavel Nao Sim OR IC (95%) P Total
n % n % Inferior Superior
Uso regular da medicacao 0,426*
Nao 29 906 3 94 1,00 32
Sim 298 943 18 5,7 0,58 0,16 2,10 316
Anti-retroviral 0,864#
INTR+INNTR 191 946 11 54 1,00 202
INTR+IP 122 931 9 6,9 1,28 0,52 3,18 131
Outras 14 933 1 6,7 1,24 0,15 10,31 15
Blip 0,738*
Nao 286 94,1 18 5,9 1,00 304
Sim 41 932 3 68 1,16 0,33 4,12 44
Total 327 94,0 21 6,0 348

*Teste exato de Fischer; #Teste da razdo de verossimilhangas
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A tabela 13 mostra também que os individuos que apresentaram o
desfecho faléncia virolégica eram mais experimentados em terapia anti-
retroviral e ja haviam apresentado maior numero de trocas de esquemas
terapéuticos por resisténcia (p=0,015), quando comparados ao grupo que
nao apresentou faléncia virolégica (p=0,011). Porém, diferentemente do
observado em relagdo ao desfecho blip, o tempo de infeccdo por HIV no
grupo que apresentou faléncia viroldégica nédo foi estatisticamente diferente

do exibido pelos individuos que nédo apresentaram faléncia (p = 0,225).

Tabela 13 - Comparagao de variaveis numéricas relacionadas a histéria de terapia anti-retroviral
e tempo de infecgdo por HIV entre pacientes pertencentes aos grupos faléncia viroldgica e nao-
faléncia virolégica. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Variavel Falepqa Média DP Mediana Minimo Maximo N p
virolégica

NUmero de Nao 2,18 1,15 2 1 5 327 0,0118

esquemas ARV

utilizados Sim 2,95 1,43 3 1 5 21

Numero de trocas de Nao 0,53 1,12 0 0 4 327 0,0158

esquemas ARV por

resisténcia Sim 1,19 1,57 0 0 4 21

por HIV (em meses) Sim 96,81 33,00 91 52 175 21

§Mann-Whitney

Na analise bivariada conduzida para pesquisar fatores associados a
incidéncia de faléncia viroldgica, destacaram-se com p < 0,20 as variaveis:
adesao as praticas de sexo mais seguro, o numero de trocas de esquemas
anti-retrovirais ocasionados por resisténcia, o numero de esquemas anti-
retrovirais previamente utilizados, cor da pele auto-referida, idade, e
apresentar uma doencga de base. Tais variaveis foram a seguir incluidas em
modelo de regressao logistica multipla para identificar fatores

independentemente associados a esse desfecho (Tabela 14).
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Como se pode observar, apos ajuste para as demais variaveis
incluidas no modelo, a ndo adesao as praticas de sexo mais seguro no més
que antecedeu a analise laboratorial se mostrou independentemente
associada a ocorréncia de faléncia virolégica. Adicionalmente, notou-se que
leva a um aumento de 24 vezes na chance de ocorrer faléncia virologica (p <
0,001). Outra variavel preditora de faléncia virologica foi o incremento de
uma troca no esquema anti-retroviral por resisténcia, que acarretou aumento

de 67% na chance de faléncia virolégica (p = 0,003).

Tabela 14 - Modelo de regressao logistica multipla para avaliagdo de fatores associados a
ocorréncia de faléncia virolégica. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Séo Paulo, 2005 — 2007

IC (95%)
Modelo  Variavel OR p
Inferior ~ Superior

Doenca de base

Nao 1,00

Sim 0,35 0,10 1,23 0,102
Adesdo as préticas de

Sexo mais seguro

Parcial Sim 1,00
Nao 22,38 3,59 139,61 0,001
Idade 0,99 0,93 1,05 0,719
Numero de esquemas 1,57 0,86 2,86 0,139
ARV utilizados
Ndmero de trocas de 1,12 0,66 1,91 0,673

esquemas ARV por resisténcia

Adesao as praticas de sexo

mais seguro
Final Sim 1,00
Nao 24,69 4,20 145,18 <0,001

Numero de esquemas
ARV utilizados 1,67 1,19 2,35 0,003
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4.6 Conseqiéncias clinicas e conduta tomada quando da

ocorréncia dos desfechos de interesse

Nenhum episédio de viremia plasmatica detectavel ao longo do
seguimento da coorte foi sucedido por eventos clinicos e/ou doengas
oportunistas.

Apenas trés dos 21 (14,3%) individuos que apresentaram faléncia
virolégica tiveram seus esquemas anti-retrovirais modificados por terem sido
tais eventos considerados também como faléncia terapéutica.

Além disso, trés outras alteragdes de esquemas terapéuticos foram
realizadas pelos médicos que acompanhavam os sujeitos da pesquisa, na
visita imediatamente anterior a ocorréncia do desfecho, com o objetivo de
facilitar a posologia ou em fungdo de efeito colateral observado com o

esquema vigente.

4.7 Descricdo de dados laboratoriais evolutivos (niumero de
células CD4+ periféricas e carga viral plasmatica de
HIV) em individuos que apresentaram os desfechos de

interesse (blip ou faléncia virologica)

No momento de admiss&o no estudo (linha de base da coorte) a
populagdo estudada mostrava-se homogénea no que se refere a carga viral

plasmatica. Em relagdo ao numero de linfocitos T CD4+ periféricos,
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pouco mais de 80% dos individuos apresentavam valores superiores a
350 células/mm?®.

A comparacgao dos participantes em relagdo ao numero de linfécitos T
CD4+ periféricos na linha de base da coorte € ilustrada na tabela 15, que
apresenta as diferengas das médias e medianas no momento da admissao
no estudo. Nao houve diferencga estatistica entre os grupos blip e avirémico
no tocante a mediana de células T CD4+. Em contraste, o grupo que evoluiu
com faléncia virolégica apresentava numero de células T CD4+ inferiores ao

grupo nao-faléncia virolégica, com diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 15 - Comparagdo dos sujeitos que apresentaram os desfechos de interesse
segundo numero de linfocitos T CD4+ periféricos no momento da admissdo no estudo.
SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Desfecho Células CD4+ (ntmero/ mm?®) N p

Média DP Mediana Minimo Maximo

Bli Ndo 621,06 292,06 574 112 1869 286 0,108§
[
P Sim 694,32 301,09 6425 249 1730 44

Nao 633,97 303,28 598 112 1869 327 10,0278
Faléncia virolégica

Sim 481,81 215,61 481 116 1073 21

§Mann-Whitney

Com o intuito de caracterizar de forma mais detalhada os eventos de
escape de viremia observados ao longo do seguimento da coorte,
apresentam-se na tabela 16 a distribuicdo dos participantes que
apresentaram os desfechos de interesse (blip e faléncia virolégica) segundo

intensidade de carga viral plasmatica apresentada por ocasiao do desfecho.
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Tabela 16 - Valores de carga viral plasméatica de HIV observados por ocasiao da ocorréncia
dos eventos de interesse. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Carga Viral de HIV
Desfecho . - N
(nimero de copias HIV-RNA/mL)

Média DP Mediana Minimo Maximo
Blip 881,11 2 051,50 130 51 11 500 44
Faléncia viroldgica 6 206,57 11965,32 1880 56 364 000 21

4.8 Descricdo de resultados dos testes genotipicos de

sequéncias pol de HIV

Foi possivel conduzir com sucesso a analise genotipica de
sequéncias pol do HIV em 44 amostras de 37 individuos entre os 62 que
apresentaram carga viral detectavel em pelo menos um momento ao longo
do estudo. Tal avaliagdo foi conduzida em 22 amostras coletadas no
momento de ocorréncia de blip e em 22 outras obtidas por ocasido de
eventos de faléncia virologica.

Buscou-se avaliar a presenca de mutagbes em sequéncias do gene
pol que codificam a TR (20 sujeitos) e a protease viral (37 sujeitos).
Cabe destacar que o individuo 328 teve uma amostra de um segundo
momento de viremia detectavel também analisado, visto que houve um
acréscimo de ritonavir no esquema anti-retroviral entre as analises dos dois
momentos diferentes em que o mesmo continuava com viremia detectavel.

Nas figuras 3 e 4 apresentam-se de forma esquematica os resultados
obtidos na anadlise genotipica efetuada em amostras coletadas durante o

seguimento da coorte.
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[ 44 sujeitos ]

A 4

22 amostras obtidas 5 amostras sem sucesso
de 22 sujeitos na amplificagdo de
Prote TR
v
17 amostras analisadas 6 amostras analisadas
para o gene da Prot para o gene da TR*

Figura 3 - Realizagao da analise genotipica em sequéncias de HIV obtidas de sujeitos que
apresentaram blip ao longo do seguimento. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo,
2005 - 2007

*Todas as amostras amplificadas para o gene da TR também apresentaram, paralelamente,

amplificacdo do gene da Prot.

[ 21 individuos 1

A 4

22 amostras obtidas 1 amostra sem sucesso
de 21 individuos na amplificagao de
Prote TR
\ 4
21 amostras analisadas 15 amostras analisadas
para o gene da Prot de para o gene da TR de 14
20 individuos individuos*

Figura 4 - Realizagado da analise genotipica em sequéncias de HIV obtidas de individuos
que apresentaram faléncia virolégica ao longo do seguimento. SEAP-Casa da AIDS, HC-
FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

*Todas as amostras amplificadas para o gene da TR também apresentaram, paralelamente,

amplificagdo do gene da Prot.
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A interpretacdo da relevancia clinica das mutacbes baseou-se nas
recomendagdes do IAS. Segundo essas, para que se observe resisténcia
aos inibidores da protease, em geral sdo necessarias pelo menos 3
mutag¢des secundarias, além da mutacédo genotipica primaria. Porém, certos
compostos dessa classe, como a associagao Lopinavir/Ritonavir, requerem
pelo menos 6 mutagbes para que a sensibilidade ao farmaco se mostre
reduzida e 7 a 8 para que seja conferida resisténcia completa.

No presente estudo de coorte observou-se que no momento da
ocorréncia de blip nenhum individuo apresentava perfii de mutacdes
genotipicas conferidoras de resisténcia completa aos inibidores da protease.
Entretanto, em 15 (88%) das 17 amostras analisadas com sucesso no
momento blip foram identificadas mutacbes secundarias no gene da
protease, sendo que as mais frequentemente detectadas nesse grupo foram

M361, L63P, 164V (Tabela 17 e Quadro 5).



Tabela 17 - Mutagdes conferidoras de resisténcia identificadas no sequenciamento dos gene da protease e da transcriptase reversa, subtipos de HIV e

dosagem plasmatica de anti-retrovirais nos sujeitos que apresentaram o desfecho blip. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Sujeito ARV em uso Uso prévio Carga Viral Mutacbes na Mutacbes na Subtipo Dosagem
N° de ARV (copias/mL) Protese Transcriptase Reversa Plasmatica
8 AZT, 3TC, NVP Nenhum 171 162V NA B A
12 3TC, TDF, ATV/r INNTR 68 164V NA B A
29 AZT, 3TC, LPVIr INNTR* 458 D60E L63P V1061 V108l B A
39 AZT*, 3TC, NPV IP* 4470 M36I 162V L63P M41L T215Y B ND
44 AZT, 3TC, EFV Nenhum 579 L63P 193L Nenhuma B A
48 3TC, TDF, LPV/r INNTR 56 164V NA B |
59 3TC, D4AT, EFV Nenhum 124 NA NA NA A
65 AZT, 3TC, NVP Nenhum 87 NA NA NA A
111 DDI, DAT, ATV* INNTR 892 L33V D60E L63P 164V NA B A
118 AZT, 3TC, EFV 596 K20M M361 162V NA A
L63P 193L
157 AZT, 3TC, LPVIr INNTR 11500 Nenhuma nao sequenciado B ND
161 AZT, 3TC, ATV Nenhum 6650 L63P 193L NA B |
167 AZT, 3TC, EFV 105 L33V D60E L63P 164V NA B A
200 3TC, ABV, LPV/r INNTR 646 162V L63P A71T NA B A
223 AZT*, 3TC, TDF INNTR 184 Nenhuma M41L T215Y B A
LPV/r
225 3TC, DAT, NFV Nenhum 1330 NA NA NA A
272 AZT, 3TC, ATVIr Nenhum 86 L63P 193L Nenhuma B ND
274 AZT, 3TC, LPVIr Nenhum 89400 K20M M36l Nenhuma B ND
283 DDI, 3TC, TDF INNTR 1400 NA NA NA A
LPV/r
291 AZT, 3TC, ABC INNTR 277 K20R M36l NA F1 A
LPV/r
296 AZT, DDI, EFV INNTR/IP 51 164V NA B NR
LPV/r
343 AZT, 3TC, ATVIr INNTR 51 NA NA NA A

NA: Nao Amplificado

A: Adequada; I: Inadequada; ND: Nao Detectavel; NR: Nao Realizada
*:mutagdes conferidoras de resisténcia a classe de ARV ja utilizada

*:mutagdes conferidoras de diminuigdo de sensibilidade ao medicamento em uso

sopejnsay

¥9
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Quadro 5 - Mutagbes no gene da protease apresentados pelos sujeitos que desenvolveram
blip. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP Sao Paulo, 2005 — 2007

Sujeito
nO

L10

K20

L33

M36

K43 |M46

150 | 154

D60 | 162 | L63

H69

A71|G73

V77|V82

184

185 |L90| 193

8

12

29

39

44

48

111

118

157

161

167

200

223

272

274

291

296

Mutacdes primarias da protease; Mutacdes secundarias da protease

Apenas trés

individuos apresentaram mutagdbes no gene da

transcriptase reversa, dos quais, dois tiveram mutag¢des conferidoras de

resisténcia aos

INTR caracterizadas como duas TAMs na auséncia da

mutacdo M184V e no terceiro, as mutagdes foram conferidoras de

resisténcia aos inibidores da classe de INNTR (Quadro 6). Cabe ressaltar

que dois desses apresentaram também mutagdes secundarias no gene da

protease (Tabela 17).

Quadro 6 - Mutagdes no gene da transcriptase reversa apresentados pelos sujeitos que
desenvolveram blip. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP Sao Paulo, 2005 — 2007

Sujeito
nO

M41

A62

K65

D67

K70

K103

29

39

V106

V108

F116

Q151

V179

M184

Y188

G190

L210

T215

K219

44

223

272

Mutagdes primarias da Transcriptase Reversa; Mutacdes secundarias da Transcriptase Reversa



Resultados 66

Considerando tais dados, pode-se afirmar que nesta coorte, 9 (69,2%)
dos 13 sujeitos analisados no momento do escape transitorio da viremia
plasmatica (blip) apresentavam virus sensiveis ao esquema anti-retroviral
que vinham recebendo. Em outros 4 individuos que ndo estavam em uso de
inibidores de protease, ndo se obteve sucesso na analise do gene da
transcriptase reversa, nao sendo possivel assim confrontar as mutacdes
observadas com o esquema terapéutico utilizado.

Observou-se também que o individuo 39 (Tabela 17) apresentou 3
mutagdes secundarias sem nenhuma mutagdo primaria, em vigéncia de
esquema sem inibidor de protease como terceira droga, porém o mesmo ja
havia feito uso dessa classe de medicamento.

Dos trés sujeitos que apresentaram mais de um blip ao longo do
seguimento, pdde-se realizar a analise genotipica em um unico deles, por
ocasiao do segundo momento de viremia detectavel (Tabela 17, sujeito n° 274).
Foram identificadas duas mutagdes secundarias (K20M e M36l) no gene da
protease que, isoladamente, ndo conferem resisténcia fenotipica. Nenhuma
mutacao no gene da transcriptase reversa foi observada nesse caso.

No grupo de sujeitos que apresentaram faléncia virologica, foi
possivel conduzir o sequenciamento genotipico do gene da protease de HIV
em 20 individuos. Em 14 (70%) desses ndo foram detectadas mutag¢des que
pudessem conferir resisténcia medicamentosa (Tabela 18). Ressalta-se que
sete (50%) nunca haviam utilizado IPs, quatro (28%) deles relataram uso
pregresso de IP e trés (23%) estavam sob uso de IP no momento analisado.

Dos seis individuos que apresentaram mutag¢des conferidoras de resisténcia
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a pelo menos um inibidor de protease nesse grupo, quatro (67%) ja tinham
experimentado troca de esquemas anti-retrovirais por causa de resisténcia.
Dos seis participantes que apresentaram mutacdes ao IP em uso por
ocasidao do evento faléncia virolégica, dois também exibiam mutacdes
conferidoras de resisténcia a pelo menos um inibidor da transcriptase

reversa analogo e/ou ndo analogo de nucleos(t)ideo em uso.
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Tabela 18 - Mutagdes conferidoras de resisténcia identificadas no sequenciamento dos genes da protease e da transcriptase reversa, subtipos de HIV
e dosagem plasmatica de anti-retrovirais nos sujeitos que apresentaram o desfecho faléncia virolégica. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo,

2005 - 2007
Sujeito ARV em uso Uso prévio Carga Viral Mutacbes na Mutacdes Subtipo Dosagem
n° de ARV (copias/mL) Protese na TR Plasmatica
20 3TC, D4T, LPVIr INNTR 94 Nenhuma NA B A
21 DA4T, ABC, LPV/r* INNTR 2210 L10I L33V D60E L63P Nenhuma B ND
164V V771 L90OM
33 3TC, D4T, NFV Nenhum 102 M361 193L NA B A
148 AZT, 3TC, EFV 831 M361 L63P H69K I93L NA B A
158 3TC, DAT, IDV/r* INNTR 700 I50L V82F 185V NA B NR
L90M
187 AZT, 3TC*, EFV* Nenhum 1450 D60E L63P A62V K103N M184V B A
234 AZT*, 3TC*, EFV* Nenhum 1590 D60E L63P M41L K103N V108I B A
M184V T215Y
255 AZT*, 3TC*, EFV* IP* 233 L10l M36I D67N K70R K103N B A
162V 164V HB9K V77I V1081 M184V K219Q
260 3TC*, TDF*, NVP* IP* 82 162V L63P A71T K65R K103N F116Y B I
Q151M M184V
273 3TC, TDF, EFV IP 948 L63P 193L Nenhuma B NR
314 AZT*, 3TC, ABC P 364000 V771 193L M41L L210W T215D B ND
EFV K219Q
319 AZT*, 3TC*, ATV/r* INNTR* 2420 L10lI A71V V771 AB2V V106M M184V B A
L90M G190A T215Y
320 AZT, 3TC*, EFV* Nenhum 128 L63P 164V A62V V179D M184V B A
Y188L
326 AZT, 3TC*, NVP* Nenhum 867 164V M184V G190S B A
328 AZT*, 3TC*, ATV* Nenhum 699 L10V K20R M36I M41L D67N K70R F1 A
150L L63P L90M M184V T215F K219Q
328 AZT*, 3TC*, ATVIr Nenhum 212 L10I 164V M41L D67N K70R F1 A
M184V T215F K219Q
329 AZT, 3TC, TDF INNTR 2350 L10F K20l M461 154V NA B ND
LPV/r* 162V L63P 184V 185V 193L
330 DDI, D4T, NFV* 139 M361 K43T M46l 154V D67N K103N B A
L63P 164V A71V L9OM 193L
333 3TC*, DAT, IDVIr INNTR 221 M36I M184V B ND
336 AZT, 3TC, EFV Nenhum 56 164V NA B |
338 3TC, D4T, EFV IP 2830 NA NA NA A
350 DDI, EFV*, LPV/r* INNTR 253 L10F K201 M361 154V 162V M41L D67N K103N B I/A

L63P A71V G73S V82A L9OM M184V L210W T215Y

NA: Nao Amplificado
A: Adequada; I: Inadequada; ND: N&o Detectavel; NR: Nao Realizada
*:mutagdes conferidoras de resisténcia a classe de ARV ja utilizada

*:mutagdes conferidoras de diminuigdo de sensibilidade ao medicamento em uso
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Adicionalmente, entre as mutagdes secundarias que se destacaram

estdo: L10F/I/V, M36l, 162V, L63P, 164V, A71T/V, e I193L (Quadro 7).

Quadro 7 - Mutagdes no gene da protease apresentados pelos sujeitos que desenvolveram
faléncia virolégica. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP S&o Paulo, 2005 — 2007

Sujeito
n° [L10|{K20|L33|M36(K43[M46|I150 |154 D60 | 162 [L63|164 |H69|A71 |G73|V77|V82 (184 |185|L90|193

20 .

21

o

Mutagdes primarias da protease; Mutagdes secundarias da protease
Sujeitos que apresentaram faléncia viroldgica precedida por blip

Destaca-se ainda a deteccao de mutagdes conferidoras de resisténcia
ao atazanavir em uso pelo sujeito numero 328 (Tabela 18), enquanto
utilizava atazanavir ndo associado ao ritonavir. Depois da associagao dessas
drogas, apesar da persisténcia de deteccao de valores inferiores da viremia

plasmatica, as mutagdes aos IPs nao persistiram.
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No grupo faléncia virologica, 14 sujeitos tiveram também suas
amostras analisadas genotipicamente para a enzima transcriptase reversa.
Doze (86%) deles apresentaram mutagdes conferidoras de resisténcia a pelo
menos um dos inibidores da transcriptase reversa analogos e/ou néao
analogos de nucleos(t)ideos vigentes, sendo 12 demonstrando mutacdes
aos analogos de nucleosideos e 9 aos ndo-analogos. A histéria pregressa de
exposicdo aos anti-retrovirais nesses casos demonstrou que cinco (42%)
deles ja haviam feito uso de esquemas prévios com trocas ocasionadas por
resisténcia.

Entre as mutacbes mais freqlentes, destacam-se as que sao
ocasionadas pelo uso de anti-retrovirais com baixa barreira genética, ou
seja, mutagdes que isoladamente conseguem conferir resisténcia fenotipica
a droga correspondente. Sdo elas K103N e M184V. Dos 10 que
apresentaram a mutagcao M184V, nove estavam em uso do 3TC, droga
indutora dessa mutacdo e cinco deles ndo apresentavam TAMs
concomitantemente. Além disso, pdde-se observar a associagao da mutagao
M184V com outras mutagdes conferidoras de resisténcia multipla, tais como
A62V e Q151M em quatro casos. Destes, trés individuos que apresentavam
a mutagcdo A62V, conferidora de resisténcia a multiplos anti-retrovirais
inibidores da transcriptase reversa analogos dos nucleosideos,
apresentavam também outras mutacdes relacionadas a essa enzima

(Tabela 18 e Quadro 8).
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Quadro 8 - Mutagdes no gene da transcriptase reversa apresentados pelos sujeitos que
desenvolveram faléncia virolégica. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP Sé&o Paulo, 2005 — 2007

Sujeito
n° M41 | A62 | K65 | D67 | K70 [K103|V106|V108|F116|Q151|V179|M184|Y188(G190(L210|T215|K219

187
234

5

Mutacdes primarias da Transcriptase Reversa; Mutacoes secundarias da Transcriptase Reversa
Sujeitos que apresentaram faléncia viroldgica precedida por blip

Em relacdo aos compostos inibidores da transcriptase reversa néao-
analogos nucleosidicos, observou-se presenca de mutagcdes conferidoras de
resisténcia a essa classe de farmacos em nove participantes do estudo que
apresentaram o desfecho faléncia viroldgica. Desses, sete estavam em uso
dessa classe de drogas, enquanto um ja as havia utilizado e outro era
virgem de tratamento com INNTR. Seis (67%) sujeitos apresentaram a
mutacdo K103N. Nove (64%) mostraram também mutac¢des de resistancia a
ambas as classes de inibidores de transcriptase reversa.

Polimorfismos e dupla populagédo detectados no gene da Prot e da TR
dos individuos que desenvolveram um dos desfechos sao apresentados nos

Anexos 4 e 5.
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No que tange a classificagdo de subtipos de HIV, verificou-se na
coorte estudada que dos 37 sujeitos analisados por sequenciamento
genotipico, 35 (94,5%) eram infectados pelo subtipo B e dois (5,5%)

participantes pelo subtipo F1.

4.9 Descricdo dos resultados da dosagem plasmatica de
anti-retrovirais nos sujeitos que apresentaram 0S

desfechos blip e faléncia viroldgica

Dos 20 sujeitos acompanhados na coorte que apresentaram o
desfecho blip dos quais se obtiveram amostras concomitantes ao evento
para realizagdo de testes genotipicos e farmacologicos, foram realizadas
dosagem de IPs e INNTRs, em 12 e 8 casos, respectivamente.
Quinze amostras (75%) revelaram niveis plasmaticos adequados dos anti-
retrovirais em uso, cinco (25%) apresentaram concentragdes plasmaticas
inadequadas e, em trés dessas, as dosagens estavam até mesmo abaixo do
limite inferior de detecg¢ao dos testes (Tabela 17).

Dos trés individuos, cuja analise genotipica demonstrava diminui¢ao
de sensibilidade a alguma droga do esquema anti-retroviral em uso, dois
referiram nao terem falhado no uso da medicagdo na semana que antecedeu
o evento blip e apresentaram dosagens plasmaticas adequadas dos
farmacos, enquanto o terceiro, no qual ndo demonstrou detecg¢ao plasmatica

do INNTR prescrito, confirmou a ma adesao durante a entrevista ao afirmar



Resultados 73

que havia deixado de tomar mais de trés doses prescritas na semana que
precedeu o desenvolvimento do desfecho em questéao.

No grupo de 21 individuos que apresentou o desfecho faléncia
virolégica, obtiveram-se amostras concomitantes ao evento para a
realizacdo dos testes genotipicos e farmacoldégicos em 19, tendo sido
realizada dosagem plasmatica de INNTRs e IPs em 11 (55%) e 9 (45%)
casos, respectivamente. Em um caso foi efetuada a dosagem de ambas as
classes de anti-retrovirais. Treze amostras (65%) revelaram niveis
plasmaticos adequados dos anti-retrovirais, sete (35%) apresentaram
concentragbes inadequadas, das quais em quatro ndo se demonstrou
deteccao do farmaco (Tabela 18).

Ainda nesse grupo, o unico individuo que nao apresentou mutagdes
conferidoras de resisténcia apresentava baixa viremia e concentragdes
plasmaticas adequadas da medicagdo. Dos sete que apresentaram
mutagdes conferidoras de resisténcia aos INNTRs em uso, cinco
mostravam uma adequada dosagem do anti-retroviral, enquanto nos outros
dois, a mesma encontrava-se inadequada. Dos 5 individuos que
demonstraram mutagdes conferidoras de resisténcia aos IPs em uso,
3 apresentavam dosagem plasmatica do IP adequada. Péde-se observar
no grupo de faléncia virolégica que a maioria dos individuos com mutagdes
conferidoras de resisténcia apresentava dosagem plasmatica adequada do
anti-retroviral, tendo assim, como causa de faléncia virolégica, a existéncia

da propria mutacgao.
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4.10 Descricdo de dados relativos a adeséo auto-relatada a
terapéutica e a dosagem de concentracfes plasmaticas

de medicamentos anti-retrovirais

Tomando como base as informagdes auto-referidas sobre adesao a
terapia anti-retroviral prescrita, coletadas nas visitas de seguimento do
estudo, observou-se tomada de todas as medicagdes em cerca de 90% dos

pacientes ao longo do estudo, atingindo 95% no periodo final do estudo

(Grafico 2).

Gréfico 2 - Adesao auto-referida ao uso da medicagdo anti-retroviral, ao longo do
seguimento. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007
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A dosagem plasmatica de anti-retrovirais foi conduzida em 120
amostras disponiveis para a analise, obtendo-se resultados conclusivos em
100% delas. Ressalta-se que duas amostras continham duas medicag¢des
anti-retrovirais diferentes, totalizando, portanto, 122 aferi¢ées.

Observaram-se em 84/122 (69%) casos concordancia em relagéo a
interpretacédo de adesao a terapia anti-retroviral, quando comparados os
resultados da dosagem sérica dos farmacos (adequada versus inadequada)
com a adesao auto-referida pelo paciente nas entrevistas realizadas nas

visitas de acompanhamento da coorte (Tabela 19).

Tabela 19 - Comparagédo dos resultados da dosagem plasméatica de anti-retrovirais com a
adesdo a terapia relatada pelos sujeitos. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo,
2005 - 2007

Autoquestionario Dosagem plasmética Dosagem plasmética
Adequada Inadequada

Aderente 78 32

N&o-aderente 6 6

Os resultados da avaliagdo farmacolégica sao confrontados de modo
detalhado com os resultados da dosagem plasmatica dos anti-retrovirais,
dados de carga viral de HIV e adesao auto-referida a terapia pelo paciente

no momento da respectiva entrevista nas tabelas 20A, 20B e 21.
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Tabela 20A - Resultados da dosagem plasmatica dos anti-retrovirais obtidos em momentos
de desfecho e de carga viral indetectavel nos individuos (8 ao 200) que apresentaram blip.
SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Individuo CV Visita  INNTR/IP Horas apés Dosagem Nivel Adeséo

n°e ultima dose ng/mL

8 171 3 NVP 10 6 395 A A
12 68 3 ATV/r 12 1001/88 A A
29 458 2 LPV/r 8 11 433/176 A |
39 <50 1 NVP 14 4 394 A A
39 4470 2 NVP 48 ND I I
44 579 1 EFV 10,5 1425 A A
44 <50 2 EFV 11 1674 A |
48 56 1 LPV/r 4 10 588/458 A A
48 <50 2 LPV/r 3,5 7 078/155 I A
53 <50 1 EFV 9 1651 A A
53 82 2 EFV 9 1431 A A
59 124 1 EFV 12 1121 A A
59 <50 2 EFV 10 1484 A A
65 87 1 NVP 11 3068 A A
65 <50 2 NVP 24 442 I A
70 <50 5 LPV/r 15 8 817/105 A A
70 136 6 LPV/r 15 7 985/112 A A
107 56 1 EFV 12 ND I A
107 61 4 EFV 12 ND I A
111 <50 4 ATV 10 1393 A A
111 892 5 ATVIr 10 719/37 A A
116 <50 5 ATVIr 22 751/21 A A
116 62 6 ATVIr 22 701/ND A A
118 <50 3 EFV 14 1184 A A
118 596 4 EFV 13 1792 A A
124 <50 1 LPV/r 11 ND I A
124 55 2 LPV/r 12 ND I A
155 <50 2 EFV 12 1720 A A
157 11 500 1 LPV/r 11 ND I A
157 <50 2 LPV/r 11 ND I A
161 <50 5 ATV 1,5 1599 I A
161 6 650 6 ATV 1,5 819 I A
167 <50 5 EFV 8 2940 A A
167 105 6 EFV 9 1776 A A
170 <50 2 ATV 10 487 A A
200 <50 5 LPV/r 12 5 467/68 A A
200 646 6 LPV/r 13 4111/27 A A

A: Adequada; I: Inadequada; ND: Nao Detectavel
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Tabela 20B - Resultados da dosagem plasmatica dos anti-retrovirais obtidos em momentos
de desfecho e de carga viral indetectavel nos individuos (208 ao 345) que apresentaram blip.
SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Individuo  CV Visita  INNTR/IP Horas apoés Dosagem Nivel Adeséo
n°e ultima dose ng/mL
208 425 6 LPV/r 11 6 158/111 A I
213 <50 5 EFV 10 2379 A A
213 143 6 EFV 10 1137 A A
223 <50 3 LPV/r 13 435/ND I A
223 184 4 LPV/r 13 5979/58 A A
225 <50 5 LPV/r 3 6 000/168 A A
225 1330 6 LPV/r 3,5 13 396/247 A A
227 <50 3 ATVIr 11 2 512/49,6 A A
227 70 4 ATV/r 11 ND I A
227 74 6 ATVIr 11 2 350/70,8 A A
228 68 4 ATV 18 338 A A
261 <50 1 EFV 10 925 | A
261 99 2 EFV 10 299 | A
272 <50 5 ATV/r 24 394 A A
272 86 6 ATVIr 24 ND | A
274 <50 2 LPV/r 8 6 925/252 A A
274 <50 3 LPV/r 8 4121/21,1 A A
274 89 400 4 LPV/r 96 ND I I
283 1400 6 LPV/r 36 5681/112 A |
291 <50 2 LPV/r 14 1400/73 I A
291 277 3 LPV/r 13 5 000/154 A A
296 <50 4 EFV/LPVIr 10_12 2777/7 844/160 A/A A
305 <50 5 LPV/r 11 5769/84 A A
305 73 6 LPV/r 11 5234/64,7 A A
337 <50 3 ATV/r 19 208/ND I A
337 101 4 ATVIr 17 1420/44,3 A A
343 <50 4 ATVIr 23 618/ND A A
343 51 5 ATVIr 22 1093/42 A A
343 <50 6 ATV/r 22 516 A A
345 278 2 APV/I/EFV 11 1 900/109/857 Al A

A: Adequada; I: Inadequada; ND: Nao Detectavel



Resultados

78

Tabela 21 - Resultados da dosagem plasmatica dos anti-retrovirais obtidos em momentos

de desfecho e de carga viral indetectavel nos individuos que apresentaram faléncia

virolégica. SEAP-Casa da AIDS, HC-FMUSP, Sao Paulo, 2005 — 2007

Individuo  CV Visita  INNTR/IP Horas apoés Dosagem Nivel Adeséo
n° Gltima dose ng/mL
20 94 1 LPV/r 15 4 120/65 A A
20 2 260 2 LPV/r 13 10 113/169 A I
20 <50 3 LPV/r 2 4934/81,4 | A
21 2210 2 LPV/r 10 5 689/72 A A
21 22 300 5 LPV/r 10 ND | A
33 102 1 NFV 10 2139 A A
33 2900 2 NFV 10 660 I I
148 831 1 EFV 10 6 361 A A
158 132 1 IDV/r 8 4771/193 A A
158 <50 3 IDV/r 11 2 090/ND A A
187 <50 4 EFV 10 1092 A A
187 517 5) EFV 10 931 I A
187 1450 6 EFV 11 1083 A A
234 <50 2 EFV 9 2552 A A
234 1590 3 EFV 9 3088 A A
234 2230 4 EFV 9 2737 A A
255 233 3 EFV 12 1420 A A
255 341 4 EFV 11 1688 A A
260 76 1 NVP 12 2671 A A
260 <50 2 NVP 12 2 600 A A
260 111 3 NVP 12 2 601 A A
260 126 4 NVP 13 3271 A A
314 364 000 1 EFV 12 ND | A
314 <50 4 EFV 9 265 I A
319 2420 1 ATV 16 812 A A
320 475 2 EFV 12 985 I A
320 252 3 EFV 12 1177 A A
326 867 1 NVP 1 3068 A A
328 699 2 ATV 20 389 A A
328 212 4 ATVIr 18 1 519/97 A A
329 2350 1 LPV/r 24 ND | |
330 <50 1 NFV 10 1412 A A
330 81 2 NFV 12 808 I A
330 139 3 NFV 12 1072 A A
333 80 2 IDV/r 12 1 649/581 A A
333 221 3 IDVIr 96 ND I I
336 <50 4 EFV 9 0,872 | A
336 63 5 EFV 11 446 | A
336 56 6 EFV 11 758 I A
338 2830 1 EFV 11 1178 A A
350 253 1 LPV/r/EFV 12-12 4 856/643 Al A

A: Adequada; I: Inadequada; ND: Nao Detectavel
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Nesse estudo procurou-se avaliar prospectivamente individuos
infectados por HIV que mantinham carga viral indetectavel sob uso da
terapéutica anti-retroviral quanto a possibilidade de apresentarem escapes
transitorios da viremia ou mesmo viremia detectavel de forma persistente
(duas determinagdes consecutivas de carga viral de HIV-RNA com intervalo
de trés meses). Considerando que a literatura estrangeira registra freqtiéncia
variavel de viremia transitéria (entre 16 e 53%)'0'820222629 o {e faléncia
virolégica (7 a 13%)%**?® em populagcdes com essas caracteristicas, a falta de
dados nacionais sobre o tema e o fato das causas de tais desfechos ainda
ndo terem sido suficientemente elucidadas, torna-se fundamental
caracterizar melhor sua frequéncia e investigar fatores a eles associados em
individuos acompanhados em servigco especializado brasileiro, para que
possa avaliar com mais clareza o impacto clinico-laboratorial que esses
fendbmenos podem induzir em pacientes tratados segundo as diretrizes
estabelecidas pelo Ministério da Saude para o manejo clinico da infecgao
por HIV.

Buscou-se assim estudar um numero significativo de individuos com
viremia controlada em uso de diferentes esquemas anti-retrovirais, a partir
do universo de sujeitos com essa caracteristica que freqientam uma
unidade de referéncia no cuidado a pessoas que vivem com HIV/aids, e

comparar aqueles que desenvolvem blip ou faléncia virolégica em seu
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seguimento clinico-laboratorial com os que nao apresentam os mesmos
desfechos, ou seja, que permanecem com carga viral indetectavel ao longo
do seguimento.

Nesta coorte, pouco mais de 80% dos individuos se mantiveram com
a carga viral indetectavel ao longo da pesquisa, dado superior ao
previamente descrito na literatura (60%)?°, em estudo que acompanhou por
mediana de 485 dias (69 semanas) 448 individuos, 80% dos quais ja haviam
experimentado pelo menos uma troca de esquema terapéutico, e que adotou
critérios semelhantes aos nossos no tocante ao intervalo entre coletas de
exames laboratoriais e limite inferior de detecg¢ao da carga viral.

A frequéncia de blip de 12,6% encontrada em nosso estudo foi
discretamente inferior aos dados encontrados na literatura, mesmo os mais
recentes, os quais estdo em torno de 16-53%'%"® 20 2226. 29 poram  outros
critérios de definicdo do desfecho blip foram utilizados por varios desses
estudos, variando entre valor Unico de carga viral entre 50 copias/mL e
400 copias/mL, carga viral detectavel nao superior a 200 copias/mL, e para
outros ainda, um limite de 1.000 cépias/mL. Além disso, contrariamente ao
presente estudo, a maioria deles constitui-se de analises retrospectivas.
Ressalta-se que o trabalho'® que apresentou a maior freqiiéncia da literatura
até hoje obtida (53%), analisou individuos que faziam uso de dupla ou tripla
terapia anti-retroviral, o que pode provavelmente ter permitido aos autores
identificar maior frequéncia de blips. Nesses estudos, os intervalos adotados
para coleta de exames laboratoriais evolutivos foram inferiores aos

estabelecidos para o presente estudo, alguns dos quais analisaram carga
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viral de HIV semanalmente. Outros apresentaram um tempo de seguimento
superior. Tais diferengas podem explicar o fato de descrevermos menor
freqUéncia de blip obtida. Nosso estudo foi projetado com intuito de fazé-lo
ser mais comparavel com as condi¢gdes habitualmente observadas na pratica
cotidiana de seguimento clinico de pacientes infectados por HIV, com visitas
a cada 12 semanas de seguimento e adotando-se viremia superior a
50 cépias/mL como definidora do desfecho.

Por outro lado, nossos resultados apontam para frequéncia de
blip discretamente superior apenas a outros dois trabalhos publicados.
O primeiro encontrou 9,1% em pacientes que utilizaram somente IP como
terceira droga. Cabe ressaltar que esse estudo utilizou para a definicdo de
blip um corte superior de carga viral (500 copias/mL), o que contribuiu
fortemente para o achado de menor freqliéncia do desfecho, quando
comparada aquela obtida por outros trabalhos?’. O segundo obteve uma
frequéncia de 11%, com critério de blip definido com dosagem plasmatica de
carga viral de HIV entre 50 e 1.000 copias de HIV-RNA/mL, com visitas a
cada 12 semanas e com 389 participantes, caracteristicas essas
semelhantes as nossas?'.

Em relacdo a incidéncia, apenas trés estudos calcularam esse dado,
visto que a maioria dos trabalhos realizados no assunto teve carater
retrospectivo. A nossa incidéncia de 9,4 blips/100 pessoas-ano foi inferior
aos dados de literatura, que variaram entre 19,4 a 37,4 blips/100 pessoas-
ano?%??°  Cabe ressaltar que a pesquisa que obteve a maior incidéncia,

apresentava um maior niimero de individuos com mais de um blip®.
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A freqliéncia da faléncia virolégica obtida foi de 6%, ligeiramente
inferior aos resultados obtidos dos estudos, que oscilaram em torno de 10%
(7,6-13,8%)'" 18 2022 Em nosso estudo foi possivel calcular a densidade de
incidéncia desse desfecho em 4,2/100 pessoas-ano, porém nao ha dados de
literatura com calculos semelhantes que permitam a adequada comparagao
de nossos achados.

Cabe destacar que a grande maioria dos casos de faléncia virolégica
identificados no presente estudo nao se traduziu em faléncia terapéutica, por
falta de identificagao de desfechos de importancia clinica, tendo determinado
troca de esquemas de terapia anti-retroviral em apenas trés casos. Em parte
a baixa associagao entre faléncia virolégica e faléncia terapéutica neste
estudo pode ser explicada pelo conceito restrito utilizado para definir
faléncia virologica, visto que 8 (38%) dos 21 individuos que apresentaram
duas cargas virais consecutivas positivas apresentaram valores inferiores a
1.000 coépias/mL, com mediana de carga viral no momento em que se definiu
a faléncia viroldgica inferior a 2.000 copias/mL. Essas elevacbes de carga
viral podem ser justificadas por fendbmenos temporarios ocorridos e/ou por
mutacdes que, per se, sao incapazes de sustentar a replicacdo de virus
mutantes, voltando o mesmo individuo a apresentar predominio de cepas
sensiveis ao esquema em utilizagdo, tornando esses virus incapazes de
conferir um conjunto de mutagdes conferidoras de resisténcia sustentavel e,
consequentemente, induzir a faléncia terapéutica. Algumas explicacdes
podem ser dadas a esse fendbmeno. Primeiro, as cepas de HIV contendo

varias mutacbes capazes de conferir resisténcia aos anti-retrovirais
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isoladamente podem persistir fenotipicamente sensiveis a combinagao
daquelas drogas. Segundo, variantes de virus resistentes tém uma
capacidade comprometida de se replicar. Neste estudo, 10 dos 14 individuos
que tiveram suas amostras submetidas as analises genotipicas no momento
da faléncia apresentavam a mutacdo M184V. Sabe-se que os virus que
contém esta mutagdo apresentam uma capacidade replicativa prejudicada’™.
Em contrapartida, podem ocasionar uma hipersensibilidade aos INTRs.

Cabe ainda discutir que no presente estudo pouco mais de 80% dos
participantes apresentavam mais de 350 células CD4+/mm? & admiss&o no
estudo, com média e mediana de células T CD4+ superiores a 500/mm?.
Esse fato pode ter contribuido para a ocorréncia de uma menor freqiéncia
de blip e de faléncia virologica, pois na literatura ha estudos que
demonstraram uma associagcao entre numero de células T CD4+ inferior a

200/mm® com o desenvolvimento de blip e de faléncia virolégica®® "¢,

embora tal constatagdo ndo seja unanime?2442,

Varios fatores ja foram aventados como potencialmente associados a
ocorréncia do evento blip ou de faléncia viroldgica, dos quais alguns ja foram
avaliados na literatura, tal como, a falha na adesao aos medicamentos, o
uso de vacinas, a presenga de infecgdo concomitante € o numero de
esquemas anti-retrovirais previamente utilizados.

No presente estudo ndo foi encontrada associagao independente
entre a ocorréncia de blip e fatores sdcio-demograficos, incluindo, idade,

sexo, cor auto-referida, grau de instrugdo, renda per capita, e outras

variaveis, como, por exemplo, comportamento de risco relacionado a
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infeccao por HIV, ou ter parceiro fixo infectado por HIV. De modo analogo,
outros autores também nao encontraram associacao entre os fatores socio-

demograficos e categorias de exposicdo ao HIV com os desfechos do

24,29 |25

estudo Em contrapartida, Easterbrook et al® observaram diferencas
entre 0s sexos na ocorréncia de blip, com frequéncia significativamente
maior entre os homens.

Resultados semelhantes foram obtidos na analise comparativa
entre os grupos faléncia viroldégica e nao-faléncia virolégica, a semelhanca

do previamente descrito na literatura'’"'®

, mostrando que variaveis socio-
demograficas parecem nao exercer influéncia na ocorréncia dos desfechos
estudados.

Da mesma forma, as categorias de exposicao, classificadas segundo
a forma presumida de aquisicdo do HIV, ndo se mostraram preditoras de
viremia transitéria em nosso estudo, em consonancia com resultados de
outros estudos?®202948,

No tocante a dados clinicos e habitos, ndo demonstramos diferencas
estatisticamente significativas na ocorréncia dos eventos de interesse em
relagdo a tomar outras medicagbes concomitantes, apresentar diarréia,
infeccdo concorrente, ter sido imunizado, feito uso de alcool ou droga ilicita
no més precedente a avaliagdo. Easterbrook et al®®, ao contrario,
demonstraram que 6,8% dos individuos que evoluiram com viremia
transitoria apresentaram interacdo medicamentosa, porém nao explicitaram

quais e nem tampouco como foram avaliadas tais interacées. No presente

estudo, a auséncia de associacao entre o uso de medicagdo concomitante e
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o desenvolvimento dos desfechos estudados pode ter sido decorrente da
pequena frequéncia de uso de farmacos capazes de interferir na
metabolizagcdo dos anti-retrovirais observada na coorte.

No que concerne a ocorréncia de infecgdbes concomitantes,

discute-se amplamente na literatura®-’

a possibilidade dessas poderem
determinar viremia transitéria de HIV, sendo reconhecidamente capazes de
estimular a replicagao viral no pool de células com infec¢ao latente. De fato,

Esterbrook et al®

registraram a ocorréncia de 26,2% de infecgoes
concorrentes ou vacinagao nos individuos que apresentaram blip. No presente
estudo também obtivemos uma freqliéncia semelhante de infeccdes
concorrentes (27%) nesse grupo; no entanto nao se conseguiu identificar tal
fator como preditor da ocorréncia dos desfechos de interesse. Uma possivel
justificativa para tal fato poderia ser a transitoriedade da ativagcao do pool de
células infectadas, determinando assim viremia fugaz com subsequente
indetectabilidade da mesma apds curto espaco de tempo. Tal fenébmeno foi
demonstrado apos estimulagao antigénica decorrente de imunizagdes, como
detalhado a seguir.

Atencao particular tém merecido as imunizagdes como indutoras de
incremento da viremia em pessoas que vivem com HIV. Ha evidéncias na
literatura, de que a vacinagao contra influenza e anti-pneumocdcica podem-

39,40,43-45

se associar a ocorréncia de viremia transitéria , porém dados

417780 pParte dessa

conflitantes ja foram descritos em outros estudos
discrepancia pode ser justificada por diferengas metodoldgicas, como, por

exemplo, a definicdo do intervalo entre a administracdo da dose vacinal e a
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afericdo de carga viral. Quando analisamos o tempo em que a aferigdo foi
feita, alguns estudos a fizeram em periodo inferior a sete dias apods a

39,40,43-45,78

vacinagao , enquanto outros obtiveram amostras apés 14 a 28 dias.

Cinco entre seis estudos que optaram por afericdo mais precoce obtiveram

| 39,40,43-45,78

carga viral detectave em contraste com somente dois dos estudos

com avaliagao mais tardia.

Esses dados corroboram o fato de que a imunizagéo pode levar ao
aumento transitorio e benigno da carga viral em individuos sob uso de
terapéutica anti-retroviral de alta poténcia. No entanto, existem trés estudos
que mostraram que tal elevagao pode persistir mais prolongadamente entre
1 a 3 meses ou mais apo0s a vacinagdo, sem consequéncias clinico-
virologicas. Alguns dos trabalhos citados, nos quais se identificou viremia
transitéria apds vacinacdo nao apresentaram dados relacionados ao uso de
esquemas anti-retrovirais*®***°. Por outro lado, em outros, que demonstraram
a presenga de viremia detectavel apds imunizagdo em sujeitos em
tratamento anti-retroviral, deve-se lembrar que a metade deles especificou
que os individuos estavam sob uso de mono ou dupla terapia com INTRs,
esquemas hoje entendidos como incapazes de propiciar supressao da
replicacao viral de forma sustentavel.

No presente estudo de coorte foram identificados apenas 22 e 27
individuos que haviam sido vacinados no més precedente a avaliacdo para
analise dos desfechos blip e faléncia viroldgica, respectivamente. Desses
apenas um individuo, desenvolveu viremia transitéria e trés, faléncia
virolégica. O pequeno numero de sujeitos imunizados nos limitou na analise

mais precisa dessa variavel como preditora dos desfechos de interesse.
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Um destaque deve ser dado a variavel adeséo as praticas de sexo
mais seguro em nosso estudo, uma vez que a nao adesao a tais praticas, ou
seja, o relato de sexo desprotegido se mostrou forte preditor da ocorréncia
tanto de blip como de faléncia. Ndo encontramos descricdo prévia na
literatura de que essa variavel pudesse ter tal papel preditor da ocorréncia
de blip ou de faléncia virolégica.

Do ponto de vista patogenético, no entanto, pode-se especular
que a reexposi¢ao a antigenos virais possa estimular a resposta imune
dos hospedeiros infectados, levando secundariamente a incremento da
replicagdo do HIV. Willberg et al®' compararam a resposta imune
especifica anti-HIV em individuos soropositivos com parceiros sexuais
soroconcordantes virémicos e avirémicos em relagcdo a historia de
praticas sexuais desprotegidas, considerando que a viremia ¢é
associada a intensidade de excregdo genital do virus®*®. Os individuos
cujos parceiros eram virémicos apresentaram resposta especifica de
células T mais intensa, quando comparados a exibida por aqueles com
parceiros avirémicos. Inferiram os autores que a pratica de sexo
desprotegido com parceiro virémico poderia ter levado a reexposi¢ao
ao virus, com consequente ativagao imunoldgica e aumento da viremia.
A ativacao celular péde ser demonstrada tanto para células T CD4+
como para linfécitos CD8+ especificos. Adicionalmente verificaram que
a reducdo da frequéncia de praticas sexuais desprotegidas foi
acompanhada prospectivamente de reducdo na intensidade de

resposta imune celular.
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Em nosso estudo, apesar de ter sido evidenciada a associagao
independente entre pratica de sexo desprotegido e ocorréncia dos desfechos
de interesse, nao houve associagao entre esses e o status soroldgico dos
parceiros dos participantes, nem tampouco pdde ser analisada sua situagao
no tocante a presenca de viremia detectavel. Também nao se distinguiram
as praticas sexuais ocorridas e se essas se deram com parceiro Unico ou
multiplo. Em funcdo disso, ndo se pode concluir se de fato houve
reexposicao ao virus.

Alternativamente, outra explicacdo pode ser aventada para justificar
os achados acima citados. Deve-se considerar a possibilidade das praticas
de sexo desprotegido refletir um contexto mais abrangente de falta de
adesdo. Nesse sentido individuos que relatam baixa adesao as praticas de
sexo mais seguro poderiam também exibir falha de adesdo a medicagao

anti-retroviral. De fato, Kalichman et al®*

, ao estudarem uma amostra de
conveniéncia em 275 homens e 116 mulheres infectados por HIV em
servicos de saude de Atlanta, EUA, demostraram que a baixa adesao aos
anti-retrovirais e o comportamento sexual de risco estavam associados entre si.
Seus resultados indicaram que os individuos que mais falhavam doses de
medicacdo foram o0s que mais se engajaram em praticas sexuais
desprotegidas, tanto anais quanto vaginais, nos trés meses que precederam
a pesquisa.

Apesar do nosso estudo nao ter demonstrado diferenga significativa

no auto-relato de adesado aos anti-retrovirais em relagdo a ocorréncia dos

desfechos avaliados, cabe ressaltar que a informagao obtida dessa forma
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apresentou baixa concordancia com os resultados de dosagem plasmatica
dos farmacos.

Outro preditor da ocorréncia de blip e de faléncia virolégica nesta
coorte foi a histéria de exposicdo a maior numero de esquemas ARV,
corroborando dados de dois trabalhos previamente realizados.

|20

Sungkanuparph et al®” relataram que o uso prévio de pelo menos um

esquema ARV elevava em duas vezes o risco de desenvolver blip (p<0.001).

Moore et al'®

demonstraram que os individuos que haviam feito uso de 4 ou
mais esquemas apresentaram maior freqliéncia de blip e de faléncia
virologica, se comparados aos menos experimentados. De modo mais
detalhado outros estudos avaliaram o uso de diferentes classes de ARV,
demonstrando que o uso prévio de INTRs associava-se a ocorréncia de
blip®>?848. Opostamente a esses resultados, Sklar et al*®, num estudo com
448 pacientes que obteve 27,2% de viremias transitérias, ndo encontraram
diferencas estatisticas entre o grupo que aprresentou blip comparado aquele
com carga viral indetectavel no tocante ao uso de maior numero de
esquemas. Além disso, o fato de o individuo ser virgem de tratamento ou ter
feito uso de ARV prévio também ndo mostrou diferenga na ocorréncia para
blip (p = 0.31).

Ao se tentar detalhar o motivo da troca de esquemas em nossa
coorte, verificando associacido entre os desfechos de interesse e o numero
de trocas de ARV por auto-relato de resisténcia medicamentosa,

observamos na analise bivariada que houve maior numero de trocas dessa

natureza nos grupos que apresentaram blip e faléncia virolégica. Entretanto,
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tal associacao nao se manteve no modelo final de regresséo logistica, no
qual o relato de exposicdo a maior numero de esquemas terapéuticos
(independentemente do motivo de troca) mostrou-se preditor dos desfechos.
Esse fato parece apontar para uma imprecisdo na obtengcao de informacéao
relativa a trocas por resisténcia. Deve-se considerar que os participantes
poderiam nao conhecer o motivo da troca, ou eventualmente, alteracdes
terapéuticas, mesmo que motivadas por intolerancia ou adequacao
posologica, poderiam ter se dado em momento no qual mutacdes
genotipicas virais ja estivessem presentes.

De modo analogo, maior tempo de infecgdo por HIV ndo se mostrou
preditor do desfecho blip, apds controle para as demais variaveis incluidas
no modelo multivariado. Essa constatacdo pode ser explicada pelo fato
desses individuos terem maior chance de serem multiexperimentados a
terapéutica, fator esse identificado como peditor independente da ocorréncia
de viremia transitéria, como previamente descrito?"2*42,

Em relacdo aos esquemas anti-retrovirais em uso, verificamos
freqUéncia significativamente maior de blip entre os individuos que utilizavam
IP, quando comparados aos que utilizavam INNTR, associagado essa que se

1?° aventaram

perdeu apds controle de outras variaveis. Sungkanuparph et a
a possibilidade de haver maior risco de ocorréncia de viremia entre os
individuos em uso de INNTR, dado que essa classe de anti-retrovirais exibe
menor barreira genética para resisténcia aos ARV, ou seja, necessita de

menor numero de mutacdes para alcancar resisténcia ou a facilidade na

selecao de determinada mutagao de resisténcia e, portanto, teoricamente
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poderia haver maior chance de acumulo de mutagdes conferidoras de
resisténcia com conseqliente faléncia virolégica, porém nao encontraram
associacgao entre a classe de ARV utilizada e o desenvolvimento de blips ou
faléncia virolégica. Resultados semelhantes foram também descritos por
outros autores®?°,

Sabe-se que as diretrizes do Ministério da Saude para terapia anti-
retroviral estabelecem nido apenas quando o tratamento deve ser iniciado,
como também recomenda quais esquemas devem ser priorizados. Por ocasiao
da realizagdo do presente estudo dava-se preferéncia para o emprego de
INNTR associados a INTR, ficando os IP como opcdo alternativa®.
Assim sendo, o uso de IP ficava reservado para individuos mais
experimentados, nos quais se observasse falha terapéutica ou efeito
indesejavel ao INNTR. Tal situacao justifica o fato do esquema ARV nao se
mostrar preditor dos desfechos de interesse deste estudo, apds controle pelo
numero de esquemas previamente utilizados a semelhangca do discutido
para as variaveis esquema anti-retroviral utilizado, tempo de infecgcado por
HIV e auto-relato de maior numero de trocas de anti-retrovirais por
resisténcia medicamentosa.

No tocante a adesao auto-referida a medicagcdo anti-retroviral,
nao encontramos associagao significativa desse fator com a incidéncia
de blip ou faléncia virolégica, analogamente ao descrito por Miller et al®.
Uma |justificativa pode ser o fato de que foi elevada a propor¢cao de
individuos que relataram fazer uso da medicagao anti-retroviral corretamente

ao longo de nosso estudo, variando de 90 a 95% entre as visitas feitas.
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Por outro lado, deve-se considerar que a variavel adesao a terapia tem sido
aferida de modo heterogéneo por diferentes investigadores o que pode

acarretar a obtengdo de resultados conflitantes. Podsadecki at al®®

» por
exemplo, ao empregarem dispositivo eletrébnico (MEMS) para afericao de
adesao a combinacao Lopinavir/ritonavir prescrita, encontraram associagao
significativa entre essa e a ocorréncia de blip (p= 0,007). Ao mesmo tempo,
observaram aumento da adesao nas trés semanas que sucediam a detecgao
de blip, justificando-o pelo fato dos sujeitos tomarem conhecimento da
positividade de sua viremia detectavel.

Tem-se mostrado que, mesmo quando os desfechos de interesse
deste estudo ndo ocasionam faléncia terapéutica, com conseqliente
necessidade de mudanga do esquema anti-retroviral vigente, eles podem
afetar o nimero de células T CD4+ periféricas, levando & sua queda®>?°2°,
Garcia et al’° demonstraram que mesmo individuos que se mantém com
viremia inferior a 20 copias/mL podem apresentar redugdo do numero de
células T CD4+ no sangue periférico. Atribui-se esse fato a manutengao da
replicacédo viral em tecido linféide. O impacto da ocorréncia dos desfechos
sobre o status imunologico dos participantes, tomando como base o numero
de células CD4+ periféricas, nao foi possivel avaliar neste estudo, tendo em
vista o curto tempo de seguimento apds a ocorréncia de blip e faléncia
virolégica.

No presente trabalho, embora nédo tenha sido adotado limite superior

a carga viral observada no momento de definicho do desfecho blip,

a mediana da viremia por ocasiao do evento em questdo foi inferior a
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1.000 copias/mL, critério considerado pela maioria dos estudos. Pode-se
assim comparar nossos resultados com dados da literatura, inclusive com os
estudos que consideraram blip apenas escape transitério de viremia inferior
a 400 copias/mL.

Apenas trés dos 44 (6,8%) individuos que apresentaram blip
evoluiram com faléncia virologica ao longo do estudo e a viremia transitéria
nao se mostrou preditora desta ultima (p=0,738). Nosso resultado vai ao
encontro da maioria dos estudos apresentados na literatura'®1719.20.2123.26, 28
Esses alegam que a principal diferenca de resultados encontrados na
literatura se baseia nas caracteristicas do grupo de participantes, pois
individuos que se mantém por longo tempo com carga viral indetectavel tém
menor risco de evoluir para faléncia virolégica, diferentemente daqueles que
nao conseguem atingir esse nadir de carga viral. Entretanto, a interpretagao
pode ser distinta em caso de escapes repetidos de viremia. Ha evidéncia de
que apresentar mais de um blip, isto €, manter-se com viremia intermitente
de maneira persistente, pode induzir a faléncia virolégica e/ou a mutacoes
conferidoras de resisténcia’®''?. Todavia tal fato ndo foi observado em
nossa coorte, uma vez que nenhum dos trés pacientes que apresentaram
mais de um blip evoluiu para faléncia virolégica.

Por outro lado, ha estudos que mostram associagao entre o fenébmeno
blip e o desenvolvimento de faléncia viroldgica®*?"*°. Embora o estudo de
Masquelier?” tenha adotado definicdo de desfecho semelhante & nossa, ter
considerado blip apenas eventos em que se detectou carga viral superior a

500 coépias/mL pode ter sido decisivo para a discordancia de resultados com
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nosso estudo. Por outro lado, as mutagcdes detectadas no momento blip ndo
foram preditoras de faléncia viroldgica. De modo interessante, Greub et al??
encontraram gradiente na for¢ca de associagao entre a ocorréncia de blip e
de faléncia virologica. Sujeitos que apresentaram um unico episddio de blip
tiveram duas vezes a chance de evoluir para faléncia virolégica, quando
comparados com individuos avirémicos, ao passo que os participantes que
apresentaram mais de um blip tiveram quase 6 vezes tal chance.

Vale a pena destacar outra pesquisa com caracteristicas semelhantes
a nossa, que acompanhou coorte de 330 participantes, na qual apenas trés
individuos dos 37 (8,1%) que desenvolveram blip ao longo de 48 semanas
de acompanhamento evoluiram para a faléncia virolégica, enquanto outros
11 (16,9%) evoluiram diretamente para faléncia (p= 0,25)%°. A freqiiéncia
desta ultima superou a observada em nossa pesquisa: 18 sujeitos com
evolugao direta para faléncia virologica, 5,2% do total de participantes.
Van Sighem et al®® mostraram que baixas viremias com curto periodo de
persisténcia nao influenciam no desenvolvimento de faléncia viroldgica,
contrariamente as viremias mais elevadas e persistentes, que contribuem
nao somente para faléncia virolégica quanto impdem a necessidade de
realizar trocas terapéuticas.

No tocante a analise genotipica de sequéncias de HIV obtidas de
participantes que desenvolveram blip, obtiveram-se bons resultados na
amplificagcdo e sequenciamento do gene da protease (17/22), porém foi
muito falha a detecgdo do gene da transcriptase reversa (6/22). Mesmo apos

utilizacdo de dois pares de primers diferentes para cada enzima nao se
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conseguiu melhorar o desempenho da técnica. Dificuldade semelhante foi
também evidenciada no estudo de Macias et al*', que lograram amplificar os
genes da protease e transcriptase em apenas 5 dos 17 (29,4%) participantes
analisados no estudo. O insucesso na amplificagdo gendmica nesses casos
pode ter sido decorrente das baixas intensidades de carga Vviral
apresentadas pela maioria dos individuos, ou até mesmo por eventual
auséncia de viremia detectavel na amostras sequenciadas nos casos em
gue nao houve amplificagdo de nenhum dos genes avaliados.

No presente estudo, foram detectadas mutacdes conferidoras de
resisténcia viral em apenas seis individuos dos que apresentaram o
desfecho blip, as quais poderiam ocasionar diminuicao da sensibilidade do
HIV a apenas uma das drogas do esquema anti-retroviral em uso, segundo
critérios do IAS®®. Tal identificacdo sinaliza potencial comprometimento da
eficacia do esquema em uso, podendo-se questionar a necessidade de
mudanca do esquema anti-retroviral ou, pelo menos, de substituir o farmaco
para o qual a eficacia estaria comprometida. Dois desses individuos (Tabela
18, sujeitos 39 e 223) ndo apresentaram mutagdes aos IP nem aos INNTR,
mas resisténcia intermediaria aos INTR foi observada, detectando-se
diminuicao significativa da sensibilidade ao AZT decorrente da presencga de
duas TAMs na auséncia da mutacdo M184V, reconhecida como capaz de
reduzir o impacto das mutacbes anteriormente descritas na resisténcia
fenotipica. E importante ressaltar que ndo se pode assegurar que tais
mutagdes tenham ocorrido no momento blip, visto que ambos participantes

ja relatavam historia de troca de medicagdes por resisténcia sem realizagéo
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de teste genotipico confirmatdrio e ja haviam feito uso de drogas indutoras
de TAMs. No terceiro individuo foram identificadas mutagées no gene da
protease, capazes de induzir diminuicao de sensibilidade ao Atazanavir em
uso, primeiro IP por ele utilizado.

Além desses, o quarto individuo apresentou mutacdes conferidoras
de resisténcia aos INNTR, classe esta ja utilizada pelo mesmo, porém
ausente no esquema atual (Tabela 18, sujeito 29). Considerando que a
maior parcela dos casos mencionados era previamente experimentada a
ARV, ndo se pode relacionar diretamente a presenca dessas mutacdes
conferidoras de resisténcia a ocorréncia do evento blip, nem tampouco
descartar a possibilidade das mesmas existirem previamente a inclusao no
estudo. Um dos individuos que apresentou mutagdo no gene da TR
(Tabela 18, sujeito 39) apresentou também trés mutagdes secundarias sem
nenhuma mutagao primaria no gene da protease, recebendo esquema sem
inibidor de protease, embora tivesse feito uso prévio dessa classe de
medicamentos. Seus achados demonstram que as mutagcbes observadas
podem persistir mesmo na auséncia de pressao seletiva das drogas.
Por ultimo, dois participantes apresentaram mutagdes secundarias a protease
sem uso prévio da classe de inibidores dessa enzima. Essas mutacdes
poderiam ja estar presentes no momento de sua infecgdo, ou seja, os
individuos ja teriam adquirido virus que albergavam essas mutagdes, ou
elas foram geradas espontaneamente apds ter adquirido a infecgao, uma
vez que o individuo nao fez uso de ARV especifico que pudesse exercer

uma pressao seletiva. A explicacdo para esse fenbmeno baseia-se no
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fato das infecgdes por virus RNA serem marcadas pelas variagoes
genéticas virais e o HIV ndo ser uma excecao. Os retrovirus constituem
uma familia de agentes virais de alto polimorfismo genético, dentre os
agentes infecciosos que atingem os vertebrados. Tal diversidade ¢é
caracterizada pelos altos niveis de produgao de virus e pela elevada taxa
de erros na transcrigdo reversa (cerca de 3,5 x 10™ nucleotideos por ciclo)¥'.
Na maioria dos pacientes n&o tratados, o numero total de células
produzidas infectadas nos tecidos linféoides ¢é estimado em
aproximadamente 107 a 108 células®®. Durante a fase crénica da infecgdo
esse numero é relativamente estavel, refletindo o balanco entre a infecgao
de novos alvos celulares e seu clareamento. Por causa da meia vida das
células infectadas ser remarcadamente curta (1 a 2 dias), a manutencéao
desse equilibrio exige que o HIV infecte novos alvos numa taxa
extremamente elevada®®.

Por outro lado, houve 11 participantes cujas amostras, quando
analisadas no momento blip, apresentavam virus sensiveis aos esquemas
terapéuticos por eles utilizados, corroborando o fato do mesmo nao ter sido
preditor de faléncia viroldgica em nossa coorte e sustentando a idéia de que
deva ser encarado como benigno. Deve-se levar em conta, todavia, que
nossas analises se basearam predominantemente no sequenciamento do
gene da protease, para o qual a existéncia simultanea de varias mutagoes
conferidoras de resisténcia € necessaria para permitir replicacdo sustentada
de virus mutantes e, consequentemente contribuir para a incidéncia de

faléncia viroldgica.
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Diferentemente do observado em relagao aos inibidores da protease,
ha inibidores da transcriptase reversa que possuem baixa barreira
genética, como por exemplo, a classe de INNTR e a Lamivudina.
Tais compostos requerem apenas uma mutagao para que a populacao de
virus resistente torne-se dominante. Logo, o individuo que apresentou
mutacdes aos INNTR (V1061 e V108l) provavelmente nao apresentou
falha terapéutica nem virolégica porque nao estava em uso dessa classe
de medicamentos. Por sua vez, os dois individuos que apresentaram
mutacdes conferidoras de resisténcia no gene da TR (M41L e T215Y) ao
AZT em uso obtiveram apenas uma diminui¢do da sensibilidade a droga
e nao resisténcia completa, dada a maior barreira genética apresentada
por esse ARV.

Ao analisarmos conjuntamente a presenca de mutagdes conferidoras
de resisténcia viral a analise genotipica e os resultados da avaliagao
farmacoldgica realizada por ocasidao do evento blip, observaram-se em
quatro dos seis casos que apresentaram esse desfecho, dosagens
plasmaticas adequadas de ARV, concordantes com o auto-relato de adesao
a medicacgao, descartando assim relagao entre o desfecho e falha na adesao
no periodo avaliado. O quinto sujeito, apesar de apresentar dosagem
adequada de ARV, nao relatou ter tomado a medicacdo adequadamente.
O sexto participante, entretanto, apresentou niveis indetectaveis do INNTR
prescrito e confirmou ter sido ndo aderente ao esquema terapéutico na
semana que precedeu o desfecho em questdo. Nesse caso, a analise

genotipica correspondente revelou a presenca de mutagdes conferidoras de
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resisténcia aos INTR, mas nao aos INNTR, mostrando que a falha
comprovada de adesao ainda nao fora suficiente para o aparecimento de
mutacgdes relacionadas a resisténcia a essa classe de ARV.

Nossos resultados assemelham-se aos observados em outros
estudos da literatura. Masquelier et al*’, por exemplo, identificaram no
momento de blip 25% de casos com mutagdes conferidoras de resisténcia
medicamentosa nos genes da protease e da transcriptase reversa.
Um aspecto interessante desse estudo, bem como no de Macias et al.?' foi a
realizacao de testes de genotipagem de HIV previamente ao inicio da terapia
anti-retroviral, o que possibilitou identificar a temporalidade entre a
identificacdo das mutacdes conferidoras de resisténcia e a ocorréncia do
evento blip.

Outros dados que podem explicar a baixa freqiéncia de mutacdes
conferidoras de resisténcia no presente estudo baseiam-se no fato de que
boa parcela dos participantes eram multiexperimentados somente para
INTR, mas n&o para INNTR ou IP, em vista da primeira classe ter surgido no
mercado ha mais tempo e, muitos esquemas de mono e dupla terapia ja
terem sido utilizados. N&o se obtiveram analises da maioria das amostras do
gene da transcriptase reversa, ou seja, o fato de ndo encontrarmos mais
mutagdes conferidoras de resisténcia pode estar baseado na auséncia de
sucesso na genotipagem dessa enzima. No tocante as mutagdes do gene da
protease, € necessario haver combinacao das primarias e secundarias para
que o virus se torne resistente a droga, ou seja, para que as cepas de virus

mutantes recém formadas se tornem a populacdo predominante e com
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capacidade replicativa, € necessario maior numero de mutagdes do que o
exigido para o gene da transcriptase reversa. Outra justificativa pode ser
encontrada no fato das mutacgdes conferidoras de resisténcia poderem surgir
nos reservatorios celulares de pacientes com carga viral indetectavel ou
baixa viremia. Entretanto nos estudos analisados, assim como no nosso, ndo
foram realizadas analises de genotipagem nas células mononucleares do
sangue periférico, local onde poderia ter sido encontrado um maior niumero
de mutagdes associados a ocorréncia de blip. Pacientes com baixa viremia
freqientemente tém aumento da replicagdo de virus nos reservatérios
celulares, locais esses que podem também ser considerados como alvo de
cepas virais mutantes.

A deteccao de faléncia virolégica representa um momento critico no
acompanhamento clinico de pacientes em uso de HAART. Deve-se nessa
circunstancia investigar criteriosamente a adesdo aos anti-retrovirais e
buscar identificar eventual resisténcia medicamentosa, de modo a
possibilitar ao clinico a correta tomada de decisao em relagdo ao manejo do
paciente. Em nossa coorte observamos que mutagdes secundarias aos IP
foram identificadas em 19 dos 20 sujeitos analisados com sucesso por
ocasiao da faléncia virolégica, porém apenas em 10 (50%) individuos as
mutagbes em conjunto, possuiam capacidade de conferir resisténcia
terapéutica aos inibidores dessa enzima viral, segundo os critérios de
interpretacao utilizados pelo IAS®,

Entretanto € importante ressaltar que sete (70%) deles estavam sob

uso de IP, dois relatavam uso prévio de IP e um nunca havia utilizado essa
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classe de medicamento até o momento analisado. Dos nove individuos que
se apresentaram com virus sensiveis aos inibidores dessa enzima, seis
possuiam mutacdes conferidoras de resisténcia no gene da transcriptase
reversa, dois nao obtiveram sucesso na amplificacdo do gene da TR e outro
nao apresentava mutagdes conferidoras de resisténcia a nenhuma classe de
ARV. Infelizmente, ndo se pbde realizar, nesse sujeito, a dosagem
plasmatica dos ARV para avaliar se a faléncia viroldégica poderia ter sido
consequente a falha na adesao.

Mutagcbes primarias conferidoras de resisténcia aos IP foram
detectadas em situacdo de faléncia viroldogica somente entre individuos
experimentados a essa classe de anti-retroviral, corroborando o conceito de
que a persisténcia de virus mutantes a essa classe de drogas exige
manutencao de viremia detectavel por mais tempo e/ou maior elevagao de
seus niveis®.

Os sujeitos submetidos a analise genotipica de HIV para a enzima
transcriptase reversa por ocasidao de faléncia virolégica apresentaram alto
percentual de mutagdes conferidoras de resisténcia no gene que codifica
essa enzima. Essa constatacdo pode ser explicada pela elevada prevaléncia
de mutagdes que podem, isoladamente, conferir resisténcia fenotipica a
droga em uso, por apresentarem baixa barreira genética, como K103N e
M184V, as quais foram as mais frequentemente detectadas nessa
populacdo. Soma-se a esse fato que a maioria ja havia feito uso de outros
ARV inibidores das classes dessa enzima, inclusive em esquemas com

mono ou biterapia com INTR.
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E interessante destacar que por ocasido da faléncia viroldgica, quatro
participantes exibiam a mutagcdo M184V associada as mutagcbes A62V e
Q151M, pertencentes ao complexo 151, conferidoras de resisténcia multipla
aos INTR®®, comprometendo assim a utilizacdo dessa e justificando a
necessidade do uso de novos anti-retrovirais, como os inibidores de entrada
e da integrase em proposta de resgate terapéutico. Observou-se também
que trés individuos apresentaram a mutagédo A62V, atualmente reconhecida
como conferidora de resisténcia multipla aos inibidores da transcriptase
reversa analogos dos nucleosideos, quando presente em associagcdo a mais
mutagdes no gene que codifica a enzima®. O maior nimero de mutagées no
gene da protease encontrado nesses individuos, quando comparados a
analise genotipica conduzida no momento de blip pode ser justificado pelo
fato dos primeiros terem sido mais experimentados, principalmente no
tocante ao uso de INTR, como também por apresentarem viremia mais
elevada e persistente por tempo mais prolongado, possibilitando a
sustentabilidade do virus mutante em adquirir capacidade replicativa, o que
nao aconteceria nos casos de blip.

Ainda por ocasiao da faléncia virologica, nove individuos de nossa
coorte apresentavam mutacdes conferidoras de resisténcia aos INNTR, dos
quais um era virgem de tratamento com essa classe de anti-retrovirais.
O virus adquirido ja poderia apresentar essa mutagdo ou a mesma teria
desenvolvido espontaneamente, isto €, sem a pressio seletiva dos INNTR.

Nao ha estudos na literatura que avaliaram a ocorréncia de blip e

faléncia virolégica, conjuntamente, e que também realizaram testes
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genotipicos em sua populagao estudada, o que nos impossibilita confrontar
nossos dados. No entanto, pode-se compara-los aos descritos no estudo
brasileiro de epidemiologia molecular de HIV de autoria de Tanuri et al®, no
qual havia participantes seguidos em Sao Paulo. Nesse estudo, foram
encontradas 5 mutagdes no gene da transcriptase reversa, todas conferidoras
de resisténcia apenas aos INTR, das quais as mais frequentes foram M184V
(48%), T6OD/N (47%), T215Y/F (46%), M41L (39%) e L74V (7%) e duas
mutagdes primarias no gene da protease, L90M e V82A. Os participantes
também tinham utilizado, predominantemente, a associacdo AZT-3TC e, os
IPs utilizados até entdo, foram os mesmos usados pelos nossos participantes.
Por outro lado, a faléncia viroldgica e terapéutica foram consideradas a partir
de um corte de carga viral de 30.000 copias/mL, o0 que pode justificar um
encontro por esses autores de maior frequéncia de mutagdes primarias no
gene da protease. Por outro lado, o que diferiu muito do nosso estudo foi a
auséncia tanto de mutagdes secundarias aos IP, quanto de mutacbes aos
INNTR, mesmo o estudo tendo finalizado quatro anos apos a liberagao do uso
dos INNTR pelo Ministério da Saude do Brasil. Por fim, ressalta-se a menor
prevaléncia de virus selvagens nos individuos de Sao Paulo, quando
comparados aos procedentes de outros estados, mostrando que os infectados
por HIV avaliados do nosso estado sido realmente mais experimentados a
terapéutica anti-retroviral e conseqientemente estdo sob maior risco de
apresentar resisténcia as drogas.

Na presente pesquisa, quinze dos individuos que apresentaram

mutacgdes conferidoras de resisténcia nos genes da protease e/ou TR no
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momento da faléncia foram também submetidos a avaliagdo farmacoldgica,
permitindo avaliagdo combinada dos resultados de ambas as analises,
sendo que um deles obteve dosagem plasmatica de ambas as medicagdes
(INNTR e IP). Nessa afericao 10/16 (62,5%) dosagens revelaram
concentragbes adequadas dos farmacos, o que mostra que as mutagoes
persistiram sob niveis 6timos de medicagao, comprovando a existéncia de
faléncia terapéutica ao composto em questdo. Trés dos quatro individuos
que se apresentavam com virus sensiveis aos inibidores de ambas as
enzimas, obtiveram afericbes plasmaticas dos medicamentos, sendo
detectado em um deles concentragdes inadequadas do farmaco, o que nos
possibilita inferir que a ma adesao pode ter sido um fator importante na
evolucgao a faléncia virolégica desse suijeito.

Ao observarmos os resultados de genotipagem obtidos no momento de
faléncia virolégica, haveria justificativa para recomendar troca de esquemas
terapéuticos em 15 casos dos que apresentavam resisténcia a alguma das
drogas. Porém, essa conduta foi tomada em apenas trés individuos.
Apesar de nao terem sido feitas todas as trocas teoricamente necessarias, a
maioria dos participantes que mantiveram o uso do esquema terapéutico voltou
a apresentar carga viral abaixo do limite de deteccdo com o mesmo esquema
até o final do acompanhamento do estudo. Esse fato pode ser explicado pela
auséncia de resisténcia fenotipica, apesar da existéncia de resisténcia
genotipica comprovada. Caride at al® relataram resultados semelhantes e
confirmaram tal hipétese, ao demonstrarem em alguns casos discrepancia de

resultados entre a analise genotipica e teste fenotipico simultaneos.
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O fato de termos identificado apenas trés individuos que apresentaram
mais de um blip durante o seguimento ndo nos permitiu tecer maiores
consideracdes sobre o significado dessa observacdo. Karlsson et al™,
contudo, alertaram que tais individuos tém maior chance de desenvolver
faléncia virolégica com consequente falha terapéutica, quando comparados
aqueles que desenvolvem um unico episddio de viremia transitéria. Um de
nossos casos nessas condi¢des foi submetido a analise genotipica de HIV
no segundo momento de viremia, quando apresentava elevada carga viral
(89.400 copias/mL), tendo sido identificado virus sensivel aos ARV.
Cabe destacar, entretanto, que o mesmo referiu haver falhado no uso da
medicagado e apresentava dosagem plasmatica indetectavel dos inibidores
de protease prescritos. A ma adesao aos anti-retrovirais parece assim
justificar seus episddios transitérios de viremia. Para buscar compreender
melhor importancia de episédios recorrentes de blip, seriam necessarios
novos estudos.

A epidemia de HIV/aids brasileira é caracterizada pelos presenca de
infeccao por varios subtipos de HIV-1 do grupo M, sendo o subtipo B o mais
prevalente. O subtipo F é encontrado em 18% dos isolados de cepas de

HIV-1 no sudeste brasileiro®%,

Além desse, o subtipo C tem sido
identificado com freqiiéncia na regido sul do Brasil®*. Guimaraes et al*®
detectaram a presenca do subtipo D no sudeste brasileiro. No presente
estudo, os subtipos encontrados foram B e F. Nossos dados séao

concordantes com a literatura no tocante ao predominio de isolados do tipo B,

porém houve prevaléncia menor do subtipo F, além da inexisténcia do
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subtipo C e D ja descritos na literatura nacional. O numero de amostras
analisadas foi pequeno e, por si s0, ja justificaria essa discrepancia.

Nenhum episédio de viremia plasmatica detectavel durante o estudo
foi sucedido por eventos clinicos e/ou doengas oportunistas, segundo os
critérios do CDC de 199397, em consonancia com o relatado na

literatura'”18-20-26.29

reforcando o carater benigno do evento blip.

Ao longo do seguimento da coorte, houve apenas trés pacientes que
apresentaram faléncia viroldégica precedida por blip e nenhum deles
apresentou mais de um evento blip. A literatura permanece controversa no
que se refere a relagdo entre blip e faléncia virolégica. Os estudos que
consideraram blip a determinacdo de carga viral maior que 400 copias
demonstraram haver correlagcao entre o evento blip e o desenvolvimento de
faléncia viroldgica'®?®. Em contraste, os que se basearam num corte de
50 cépias/mL nao evidenciaram qualquer associagao preditiva entre ambos
desfechos'"?*%02829 Egse dado parece apontar para a possibilidade de que
apenas os individuos que apresentam significativa elevagcdo na carga viral
estejam sob risco de evoluir para faléncia virologica.

Varias sdo as causas discutidas na literatura para explicar a
ocorréncia desses eventos. Quando vistas em conjunto, nota-se que a
replicagao viral persiste nos sujeitos com baixa viremia e que a completa
supressado viral é raramente alcangada com as terapias existentes®. Se a
TARV é parcialmente eficaz na supressao da replicacado viral, por que as

mutacgdes conferidoras de resisténcia e faléncia virolégica sdo incomuns em

pacientes com baixa intensidade de viremia? Uma razdo pode estar
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relacionada com a complexa interagcao entre resisténcia medicamentosa e
capacidade replicativa do virus. As mutagdes que ocorrem inicialmente em
segmentos gendmicos que se associam a resisténcia aos IP resultam em
virus incapazes de se replicar com eficiéncia, talvez em consequéncia de
uma funcgdo danificada da enzima protease®. Somente com o actimulo de
mutacdes compensatoérias a protease viral recupera sua funcao eficazmente,
fazendo com que o virus recupere competéncia replicativa e
consequentemente as mutagdes existentes se tornem conferidoras de
resisténcia a droga®. Portanto, é possivel admitir que viremias de baixa
intensidade e/ou que persistam por curto espaco de tempo possam ser
insuficientes para gerar essas mutagdes compensatorias, o que explicaria o
comportamento benigno dos blips em termos progndésticos.

Outro mecanismo plausivel para explicar a auséncia de evolugao
para faléncia virolégica em pacientes com blips esta relacionado com a
imunidade especifica contra o HIV. A progressdao da doenga por HIV
esta associada com perda da imunidade celular T especifica, talvez
como resultado do efeito citopatico do HIV sobre as células T CD4+%.
A completa supresséo viral com a terapia combinada leva ao resgate
da funcéo de células T, mas a auséncia de exposi¢ao antigénica impede
a geracdo de uma imunidade eficiente anti-HIV'?°. Teoricamente, a
supressdo parcial da replicagao viral reduzindo a carga viral para
intensidades baixas, porém nao zero, resulta em viremia suficiente para
gerar imunidade anti-HIV eficaz, mas insuficiente para depletar as células

TCD4+ infectadas por HIV. Por outro lado, a persisténcia de viremias mais
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significativas - 400 a 1000 copias/mL - talvez possa levar ao surgimento de
resisténcia e conseqiiente faléncia terapéutica®®.

No presente estudo foi utilizada uma ferramenta a mais, sobretudo,
para uma melhor avaliagdo dos individuos quanto a adesdao aos anti-
retrovirais. Com as analises farmacoldgicas, pudemos destacar a existéncia
de franca resisténcia medicamentosa, em situagdes em que o individuo
apresentava mutacdes conferidoras de resisténcia e niveis plasmaticos
adequados dos medicamentos. Em contrapartida, em outros pudemos
comprovar que a presenca de carga viral positiva na auséncia de mutagdes
foi devida a ma adesdo, uma vez que os niveis plasmaticos dos anti-
retrovirais prescritos estavam inadequados ou até mesmo indetectaveis.

A andlise comparativa dos dois métodos de afericdo da adesao,
(dosagem plasmatica dos anti-retrovirais e auto-relato) revelou baixa
concordancia entre ambos. Em situa¢des de discordancia, nas quais o auto-
relato apontava para uso adequado da medicagdo e a dosagem
farmacolégica mostrou-se inadequada, deve-se considerar imprecisa a
informacéao obtida do paciente.

A dosagem plasmatica dos anti-retrovirais € um método laboratorial
que tem sido rotineiramente utilizado na Franca. Permite ndo apenas avaliar
a adesao dos pacientes, como também pode orientar ajustes posoldgicos
em situacdo de interacdo medicamentosa ou de condicdo que possa
interferir na farmacocinética dos ARV (pacientes acometidos de ma
absorcdo, co-infectados pelos virus da hepatite B ou C, portadores de

insuficiéncia hepatica ou renal, pacientes que apresentem pesos extremos e
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gestantes). Pode também ser util na investigacdo de toxicidade
medicamentosa dose-dependente, como, por exemplo, frente a alteragdes
neuropsiquiatricas sob uso de efavirenz, ou de citélise hepatica em
individuos que recebem IP. As dosagens sao indicadas rotineiramente para
os INNTR e IP no momento de inicio ou alteragao do tratamento em situagao
de recrudescéncia de viremia, faléncia virolégica precoce, ou quando a
reducao da carga viral for insuficiente”.

A obtengao da concentragao inibitéria minima (Cnin) € o suficiente
para avaliar a adequacao dos niveis plasmaticos do medicamento, porém,
para diferenciar a ma adesdao de uma ma absor¢cdo ou interacao
medicamentosa, € recomendada a realizagdo tanto da dosagem no vale
(Crmin) quanto no pico (Cmax)’>. Se a Cmax N0 detectar niveis de drogas ou
detectar niveis muito baixos podemos definir como falha na adesao, porém
se a Cnax Se encontra com niveis corretos, porém a Cn,, inadequados, a
causa pode ser ma absor¢cdo ou interagcdo medicamentosa e, para a
realizacdo deste diagnodstico diferencial, € necessario que o farmacéutico
que realizara a interpretagdo dos resultados tenha todas as informacoes
sobre os medicamentos em uso pelo paciente. Caso 0 mesmo néo esteja em
uso de outras medicagdes que sabidamente interagem com os anti-
retrovirais, a conclusdo € que o problema dos baixos niveis plasmaticos de
anti-retrovirais encontrados seja devido a ma absorgéo intestinal.

Os testes farmacoldgicos sdo de execugdo simples e fornecem
resultados em menos de 72 horas. Como pudemos observar diferentemente

das dificuldades técnicas encontradas com os testes genotipicos, foi
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possivel obter resultados em 100% das amostras submetidas a analise
farmacoldgica, o que demonstra o bom desempenho do método.

Entre as limitagdes da técnica encontra-se a necessidade de obter
junto aos fabricantes o principio ativo do medicamento e a recente descrigdo
de variabilidade intraindividual, detectando-se variagdo minima nas
concentragdes plasmaticas de IP e INNTR, avaliadas no mesmo horario em
dias diferentes''. Uma limitacdo importante da técnica diz respeito a
dificuldade de dosar os INTR, tendo em vista que esses farmacos sao
prodrogas analogas de substratos da enzima, que dependem de
metabolizagcdo intracelular para gerar derivados trifosforilados -
farmacologicamente ativos'%?.

Uma vez detectados niveis plasmaticos adequados ou inadequados
de INNTR ou IP, espera-se que 0 mesmo esteja ocorrendo com 0s niveis
plasmaticos de INTR, ou seja, os individuos quando considerados
aderentes, os seriam ao esquema ARV completo em uso e vice-versa.
Portanto, a limitacdo do método em aferir dosagens de ARV apenas das
classes de INNTR e IP ndo diminui e nem invalida sua eficacia em detectar
falta de adesdo. Logo, pode-se ainda considera-lo, apesar de suas
limitacdes, o melhor método que é possivel dispor para avaliagao de adesao.
O mesmo poderia ser implantado na rotina de acompanhamento clinico
como uma ferramenta de auxilio para detecgao precoce de ma adesao e
consequente surgimento de viremias plasmaticas detectaveis induzindo a
faléncia terapéutica. Assim, evitar-se-ia a necessidade de troca precipitada

de ARV, postergando a necessidade de uso de novas classes de drogas
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uteis para o resgate terapéutico, além de se evitar a realizagdo
desnecessaria de testes genotipicos, diminuindo assim, o custo associado
ao financiamento do tratamento da infeccao por HIV/Aids.

A analise de nossos resultados deve ser efetuada a luz das limitagcoes
metodoldgicas do estudo. A menor frequéncia de blip e de faléncia virolégica
observada na amostra estudada, quando comparada a dados da literatura
que orientaram o calculo amostral, se por um lado reflete a eficiéncia das
intervengdes propostas a esses pacientes, em relagdo aos objetivos
propostos para o estudo acarretou redugdo do poder estatistico em
determinar fatores associados a esses eventos e, particularmente, o impacto
da ocorréncia de blip sobre a incidéncia de faléncia virologica. Além disso, a
duracao do seguimento apoés a identificagao de blip pode ter sido insuficiente
para analisar melhor essa ultima associagao.

De fato, observou-se em nossa amostra alta frequéncia de
participantes que se mantiveram com carga viral indetectavel ao longo do
estudo, devido ao uso adequado de anti-retrovirais. Esse resulta, por um
lado, da politica de acesso universal a medicamentos altamente eficazes
praticada em nosso pais, que determinou profunda alteragdo na dindmica da
epidemia brasileira com aumento da sobrevida e da qualidade de vida dos
pacientes. Porém, devem também ter concorrido para esse cenario as
intervengdes conduzidas no SEAP-HC-FMUSP que visam reforcar a adesao
ao tratamento anti-retroviral dos individuos acompanhados no servico.

A avaliagdo da presenca de mutagdes genotipicas conferidoras de

resisténcia por ocasido dos desfechos de interesse foi limitada pela
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indisponibilidade de amostras para analise em todos os momentos de
viremia detectavel. Além disso, ndo se obteve amplificacdo das sequiéncias
de HIV em varias amostras, sobretudo no que diz respeito ao gene da
transcriptase reversa. Tais impecilhos ndo permitiram que se comparasse,
por exemplo, se o perfil de mutagdes observado no momento de blip
coincide com o detectado na faléncia virolégica.

De modo analogo, os resultados de dosagem plasmatica de anti-
retrovirais foram tratados apenas de modo descrito, em fungao de n&o se dispor

de amostras dos participantes da coorte que se mantiveram avirémicos.

5.1 Consideracdes finais e perspectivas futuras

Este foi o primeiro estudo longitudinal brasileiro que avaliou possiveis
fatores associados ao surgimento de blip e faléncia virolégica em individuos
infectados por HIV sob terapia anti-retroviral e avirémicos. Acompanhamos
350 participantes por 78 semanas, com perda de seguimento inferior a 7%.
O desenho do estudo utilizou critérios para seguimento e afericdo dos
desfechos, compativeis com as condigdes de infra-estrutura e organizagao
do cuidado assistencial disponiveis no servigo, de modo a permitir que seus
resultados sejam aplicaveis a pratica clinica.

Destaca-se também o emprego dos testes de resisténcia genotipica e
a avaliagdo de adesao ao tratamento baseada na determinacdo das

concentragdes plasmaticas de anti-retrovirais, inédita em estudos brasileiros.



Discusséao 114

A dosagem plasmatica dos anti-retrovirais mostrou-se facil e util para
identificar individuos com niveis plasmaticos subterapéuticos. Se implantado
na rotina laboratorial de acompanhamento evolutivo dos pacientes
infectados por HIV, poderia auxiliar na evidéncia de elevagao da carga viral
evitar a realizagdo de testes genotipicos em pacientes que apresentassem
concentragcao subterapéutica dos medicamentos. Em situagbes como essas,
caberia ao clinico proceder a ajustes de doses ou reforcos de adesao para
otimizar o beneficio do tratamento. Ao lado disso, o teste poderia contribuir
na prevencgao e no manejo toxicidade dos anti-retrovirais.

O presente estudo chamou também a atencdo para o fato das
praticas sexuais desprotegidas poderem ser preditoras de viremia detectavel
com possivel indugao de faléncia virologica futura. Estudos com abordagem
multidisciplinar seriam, portanto, desejaveis para elucidar melhor o

significado dessa constatacao
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Com base nos resultados do presente estudo de coorte, pode-se
concluir que:

Observou-se incidéncia de 9,4 blips/100 pessoas-ano e de 4,2
faléncias viroldgicas /100 pessoas-ano em individuos infectados por HIV sob
uso de anti-retrovirais.

No que se refere aos fatores associados aos desfechos blip e faléncia
virolégica, a ndo adesdo as praticas de sexo mais seguro no més
precedente se mostrou independentemente associada a ocorréncia de blip
(OR 24,64, IC 95% 4,40 — 137,88, p<0,001) e de faléncia virolégica
(OR 24,69, IC 95% 4,20 — 145,18, p<0,001).

Adicionalmente, observou-se que a exposi¢ao prévia a maior numero
de esquemas anti-retrovirais foi preditora dos eventos blip (OR 1,82, IC 95%
1,41-2,36, p<0,001) e faléncia virolégica (OR 1,67, IC 95% 1,19-2,35,
p=0,003).

Em contraste, sexo, idade, exposicdo a imunizagdes, infeccdes
concorrentes, doencga de base, uso de alcool e drogas ilicitas, bem como o
auto-relato de ma adesdo a terapia anti-retroviral, ndo se mostraram
associados aos desfechos blip e faléncia viroldgica.

Trés individuos apresentaram faléncia virolégica precedida por blip.
Porém, a ocorréncia de blip ndo se associou ao desenvolvimento posterior

de faléncia virologica.
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Maior numero de mutagbes conferidoras de resisténcia
medicamentosa foi identificado no momento de faléncia virolégica, quando
comparado ao momento blip, com predominio de mutacées no gene da
transcriptase reversa. Na populagdo estudada, foram identificados virus
HIV-1 do grupo M subtipos B e F, com predominio do subtipo B.

As concentragdes plasmaticas de anti-retrovirais analisadas revelaram
niveis terapéuticos adequados em 68,8% dos casos. Por ocasido dos
desfechos de interesse do estudo, concentragdes adequadas do farmaco foram
detectadas em 83,3% dos eventos de blip e de 62,5% das faléncias virologicas.

A avaliagao farmacologica e genotipica simultdnea, conduzida em trés
individuos no momento do evento blip, revelou diminuicdo de sensibilidade a
alguma droga do esquema anti-retroviral em uso, com dosagens plasmaticas
adequadas dos farmacos em dois casos, enquanto no terceiro ndo se
demonstrou deteccao plasmatica do INNTR prescrito.

No grupo faléncia virologica, obtiveram-se 20 amostras concomitantes
ao evento para a realizagdo dos testes genotipicos e farmacoldgicos.
Sete (35%) apresentaram concentragdes plasmaticas inadequadas de anti-
retrovirais, sendo que em quatro ndo se demonstrou detec¢ao do farmaco. Dos
sete participantes que apresentaram mutagdes conferidoras de resisténcia aos
INNTR em uso, cinco mostravam uma adequada dosagem do anti-retroviral,
enquanto nos outros dois a mesma se encontrava inadequada. Dos 5
individuos que demonstraram mutagdes conferidoras de resisténcia aos IPs em
uso, 3 apresentavam dosagem plasmatica do |P adequada.

Os resultados das dosagens plasmaticas de INNTR e IP apresentaram

apenas 69% de concordancia com a adesao auto-referida a medicagao.



/7 Anexos




Anexos 119

Anexo 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

1. Nome do Paciente:

Documento de Identidade n° : Sexo :

Data de nascimento: / /

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:
CEP: Telefones:

2. Responsavel Legal
Natureza (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

Documento de Identidade n° : Sexo:
Data de nascimento: / /

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:
CEP: Telefones:

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titulo do protocolo de pesquisa

Escape transitério da viremia plasmatica de HIV em pacientes sob terapéutica anti-
retroviral de alta poténcia: incidéncia e fatores associados

2. Pesquisador: Karim Yaqub Ibrahim
Cargo/Fungéo: médico Inscrigdo no Conselho Regional n® 87783
UNIDADE DO HCFMUSP: Divisao de Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitarias
3. Avaliacao do risco da pesquisa: risco minimo

4. Duragao da Pesquisa: 03 anos
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Il - EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA

Justificativa e objetivos da pesquisa:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo, por ser paciente da Casa da
AIDS do Hospital das Clinicas e estar usando medicamentos para tratamento da
infeccdo pelo HIV. Sabemos que esse tratamento tem como finalidade inibir a
multiplicagdo do virus, o que pode ser verificado pelo teste de carga viral, que vocé
realiza periodicamente e, que no seu caso, resultou indetectavel. Entretanto, temos
observado que alguns pacientes durante seu acompanhamento podem apresentar
cargas virais baixas, mesmo apéds terem tido um resultado indetectavel. Ndo sabemos
o significado dessa variagdo, a longo prazo, sobre o resultado do tratamento. Desta
forma, gostariamos que vocé participasse do estudo para que possamos esclarecer
essa questao.

Procedimentos que serao utilizados e propdsitos:

Caso vocé, voluntariamente, decida participar da pesquisa, vocé sera
acompanhado durante 78 semanas, com realizacdo de testes de carga viral a cada 3
meses e, se necessario, a um teste de genotipagem de HIV, isto €, uma verificacdo da
existéncia de virus resistente aos medicamentos em seu sangue. Para todos esses
testes devera ser colhida uma amostra de sangue de aproximadamente 10mL, por
coleta de veia de seu brago. Ao lado disso, solicitaremos a vocé que responda a um
questionario sobre dados relativos a seu estado de saude e a forma pela qual vocé
adquiriu o HIV, bem como informagdes sobre os medicamentos que vocé utilizou em
seu tratamento.

Desconforto e riscos esperados:

Para sua participagcao no estudo vocé devera dispor de cerca de 30 minutos para a
entrevista e comparecer para a coleta de exames de controle laboratorial que serao
marcados coincidentemente aos exames de rotina solicitados pelo médico que cuida de
vocé. As coletas de sangue poderdo causar a formagdo de uma mancha roxa no local
da picada da agulha e provocam discreta dor no momento da retirada do sangue.

Beneficios que poderao ser obtidos:

Embora nao esteja previsto nenhum beneficio direto para vocé pela participagédo
no estudo, a ndo ser a possibilidade de realizar o exame de genotipagem, se
necessario, sua contribuicdo sera valiosa para que possamos entender melhor o
significado de uma carga viral baixa apdés um exame com resultado indetectavel. Esses
conhecimentos poderdo ser uteis no futuro para o acompanhamento clinico e para o
tratamento de pacientes com HIV/aids.

Esclarecimento sobre a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem que isso traga prejuizo a continuagdo de seu
cuidado e tratamento:

Sua participagao é voluntaria e seu consentimento podera ser retirado, caso vocé
assim decida, a qualquer momento do estudo, assim como no caso de decidir nao
participar do estudo, vocé continuara em seguimento na Casa da AIDS, com a
supervisdao do seu médico infectologista, como ocorre atualmente.

Compromisso sobre a seguranga de que n&o se identificara o individuo e que se
mantera o carater confidencial da informagao relacionada com a sua privacidade:

Os dados coletados nas entrevistas e em revisao de prontuario serdo tratados
com sigilo e anonimamente, respeitando assim, sua privacidade.
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7. Esclarecimento sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta, a qualquer
duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados
com a pesquisa:

Caso vocé tenha alguma duvida ou queira buscar novas informagdes sobre o
estudo, vocé podera procurar a Casa da AIDS diretamente ou pelo telefone 3120-5290,
buscando contato com Dr. Karim Yaqub Ibrahim de segunda a sexta—feira das 16:00 as
20:00h. Se persistirem duvidas podera ainda consultar a Comisséo de Etica e Pesquisa
do Departamento de Doencas Infecciosas e Parasitarias do HCFMUSP, sob
responsabilidade do Professor Anténio Alci Barone, pelo telefone 3069-6530, de
Segunda a Sexta-feira, das 8:00 as 17:00h

IV - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

S30 Paulo, de de 200

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)

Nota: este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do
paciente ou seu representante legal e a outra anexada ao prontuario do paciente.
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Anexo 2 — Questionario

Escape transitorio da viremia plasmatica de HIV-1 e

faléncia virologica em individuos sob terapéutica anti-

retroviral: incidéncia e fatores associados

|. IDENTIFICACAO DO QUESTIONARIO:

122

. Codigo do(a) entrevistado(a)

. Entrevistador(a)

. Data da entrevista
/ /

Il. IDENTIFICAGAO DO(A) ENTREVISTADO(A):

. Iniciais:

. Registro HC:

. Data de nascimento / /

. Local de nascimento: -

. Sexo : 1. Masculino () 2. Feminino( )

.Cor: 1.Branca( ) 2.Negra( ) 3.Parda( ) 4.Amarela (
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Ill. SITUACAO SOCIO-ECONOMICA:

1. ESCOLARIDADE

123

Até que série vocé estudou?

NOoOOhWN =
AN AN AN AN AN S N

) Analfabeto

) 1° Grau Incompleto
) 1° Grau Completo
) 2° Grau Incompleto
) 2° Grau Completo
) 3° Grau Incompleto
) 3° Grau Completo

2. TRABALHO

Vocé esta trabalhando no momento?

DO WN

6.

( ) sim, emprego com carteira assinada
() sim, “bicos”

() sim, autbnomo(a)

( ) ndo, desempregado(a)

( ) n&o, aposentado(a)

( ) nunca trabalhou fora

()

outro:

88. ( ) nao quer informar
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3. RENDA
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Quanto vocé ganha por més?
(Anotar em reais)

Reais

77. ( ) nao sabe informar
88. ( ) ndo quer informar
00. ( ) nao se aplica (nao trabalha)

No ultimo més, quanto somou a renda de todos na sua casa,
incluindo a sua?
(Anotar em reais)

Reais

77.( ) ndo sabe informar
88. ( ) ndo quer informar
00. ( ) nao se aplica (nao trabalha)

Quantas pessoas vivem com essa renda?

(Incluir criangas, idosos, adultos que nao trabalham, outras
pessoas que nao moram na casa mas que sao sustentadas
com esse dinheiro)

pessoas

77. ( ) ndo sabe informar
88. ( ) ndo quer informar
00. ( ) ndo se aplica (ndo trabalha)
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4. FAMILIA:
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Vocé tem parceiro(a) fixo(a) no momento? Se sim, ha
quanto tempo? (Auto-defini¢cao)

1. ( ) sim, sexo masculino: meses
2. () sim, sexo feminino: meses
3. ()nao

88. ( ) ndo quer informar

O (a) parceiro(a) atual tem HIV? (Seja o(a) parceiro(a) atual
fixo(a) ou ndo)

im
ao

nao sabe

( ) ndo se aplica (ndo tem parceiro(a) no momento)

()s
()n
()

PO

IV. CATEGORIAS DE EXPOSICAOQ :

) homossexual masculino

) bissexual masculino

) heterossexual masculino

) heterossexual feminino

) usuario de droga endovenosa

) hemofilico

) transfusdo de hemoderivados (ap6s 1980).
: ) outra:
7.( ) nao sabe informar
8.( ) nao quer informar

AN AN AN AN AN AN SN

1

2
3
4
5.
6.
7
8
7
8

Depois do resultado positivo para o HIV com que frequéncia
vocé usa camisinha?
(Ler as alternativas)

1. ( ) nunca
2. ()asvezes
3. ( )todas as vezes

88. ( ) ndo quer informar
00. () ndo se aplica (ndo tem relagbes sexuais)
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*V. ADESAO e ANTI-RETROVIRAIS:

Uso regular da medicagao (na ultima semana):
1. ( ) Sim, tomei todos os comprimidos no horario
correto.

2. () Sim, tomeitodos os comprimidos, porém com
algum atraso no horario.

3. () Nao, falhei 1 a 3 doses, mas as demais tomei no
horario correto.

4. () Nao, falhei 1 a 3 doses e nas que tomei, houve
atraso no horario.
() Néao, falhei mais de 3 doses.
77.( ) Nao sabe informar
() N&o quer informar

Observou a orientagao quanto a alimentacdo concomitante
(na ultima semana):

) Nao sabe informar
) Nao quer informar

uantos esquemas anti-retrovirais ja tomou antes do atual:

Nenhum. Este é o primeiro.

Um. A troca foi por intoleréncia

Um. A troca foi por faléncia terapéutica

Dois. As duas trocas foram por intolerancia.

Dois. As duas trocas foram por faléncia terapéutica

Dois. Uma troca foi por intolerancia e a outra por

faléncia terapéutica.

) Trés. As trés trocas foram por intoleréncia.

) Trés. As trés trocas foram por faléncia terapéutica

) Trés. Uma troca foi por intolerancia e duas por
faléncia terapéutica.

10. () Trés. Duas trocas foram por intolerancia e uma por

faléncia terapéutica.
11. () Quatro ou mais esquemas.

oabwh=0
AN TN TN N N N
N N N N N N

©ooN
A~ N~

() Nao sabe informar
88. ( ) Nao quer informar

*O formulario foi aplicado a partir desse item nas visitas de 2 a 6
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VI. OUTRAS MANIFESTACOES CLINICAS:
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Doenca de Base?
1. () sim
2. ( )néo
Qual(is)?

77.( ) nao sabe informar

Uso de medicamentos concomitantes:

1. ( )sim
2. ( )nao
Qual(is)?

77.( ) nao sabe informar

Uso de drogas ilicitas nos ultimos 30 dias:

1. ( )sim
2. ( )nao
Qual(is)?

77.( ) nao sabe informar

Ingesta de alcool:
1. ( )sim
2. ( )nao
Qual freqiiéncia?

77.( ) nao sabe informar

Apresentou diarréia ou Doencga do Trato Gastrointestinal nos
ultimos 30 dias:
1. ( )sim

2. ( )néo
Qual freqiiéncia?

77.( ) nao sabe informar

Infeccbes proximo da data da coleta de sangue (+ 30 dias):

1. ( )sim
2. ( )nao
Qual(is)?

77.( ) nao sabe informar

Vacinas antes da data da coleta de sangue (até 30 dias):

1. ( )sim
2. ( )nao
Qual(is)?

77.( ) nao sabe informar
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VIl. DADOS LABORATORIAIS:
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01. Primeira Sorologia positiva:

ELISA: / /
Western blot: /

01. CDA4(cit.de fluxo) :

DATA: /| |

02. CD4(cit.de fluxo) :

DATA: | |

03. CDA4(cit.de fluxo) :

DATA: | |

04. CD4(cit.de fluxo) :

DATA: | |

05. CDA4(cit.de fluxo) :

DATA: | |

06. CD4(cit.de fluxo) :

DATA: | |

07. CDA4(cit.de fluxo) :

DATA: /| |

08. CD4(cit.de fluxo) :

DATA: _ [/ |
CD8(cit.de fluxo) :

(por mm3);

(por mm3);

(por mm3);

(por mm3);

(por mm3);

(por mm3);

(por mm3);

(por mm3);

O1a. Carga Viral I:

(por mm3);

(copias/mL);

Log 10  DATA: _/ /| __

01b. Carga Viral Il:
Log 10

02. Carga Viral Il

/

(copias/mL);

(copias/mL);

/

Log 10  DATA: _/ [

03. Carga Viral Il

(copias/mL);

04. Carga Viral |Il:

Log 10 DATA: _/ [

(copias/mL);

Log 10  DATA: _/ [

05. Carga Viral Il

/

(copias/mL);

Log 10 DATA: /| [

%

%

%

%

%

%

%

%

%
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06. Carga Viral Il (copias/mL);
Log10 DATA: /| |

07. Carga Viral |l: (copias/mL);
Log10 DATA: _/ |

08. Carga Viral Il (copias/mL);
Log10 DATA: [/ |

OBSERVACAO:

DOSAGEM I: Monitor Roche versao 1.5
DOSAGEM ll: ultrassensivel

50. Genotipagem: / /

VIIl. CONCLUSAO:

Apresentou “blip” durante o periodo de estudo:
1. ( )sim
2. ( )nado

Data: [/ [

Apresentou falha durante o periodo de estudo:
1. ( )sim

2. ( )nao

Data: [
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Anexo 3 — Certificado de Aprovacdo do Comité de Etica

rE
A\

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sdo Paule, em 24.03.056, APROVOU o Protocolo de
Pesquisa n° 024/05, intitulado: “Escape transitério da viremia plasmdtica de
HIV em pacientes sob terapéutica anti-retroviral de alta poténcia: incidéncia
~= fatores associados” apresentado pelo Departamento de MOLESTIAS

“INFECCIOSAS E PARASITARIAS, inclusive o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resclugdo do Conselho

Macional de Saiide n® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador(a) Responsdvel: Dr Aluisio Augusto Cotrim Segurade

Pesquisador(a) Executante: Dra.Karim Yaqub Ibrahim

CAPPesq, 24 de Margo de 2005.

Voo Fa
'|! !"III |f'_f'||'f -r.'l-_.

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comisséio de Ftica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

Eomissin de Etico pera Andlise de Projetss de Pesquisa do MOFMUSP ¢
Diretorn t do Hospital dos Clinicos da Fosuldade de Medicing da Unive aulk
) thldio Pires de Campes. 225, 5° endar - CF
Fome: 011 - 30656447 fox 011 - 3069 6492 - e-mail - cappesql et

&f o (=]
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Anexo 4 — Polimorfismos e dupla populagé&o encontrados nos

individuos que apresentaram blip

8 12 29 39 | 44 | 48 | 111 | 118 | 157 | 161 | 167 | 200 | 223 | 272 | 291 | 296
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Anexo 5 — Polimorfismos e dupla populagé&o encontrados nos

individuos que apresentaram faléncia virologica
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Apéndice 1 — Descricdo da técnica de dosagem plasmatica

de anti-retrovirais (INNTR e IP)

1. Pré-tratamento das amostras e extracédo do farmaco

Devido ao alto teor de proteinas e outras substancias existentes no
plasma que interferem na analise da presenca e quantidade do farmaco
existente no plasma, submetem-se as amostras a um procedimento de
extragdo do farmaco, conhecido como fase solido-liquida, utilizando-se
cartuchos de filtragdo chamados de fase estacionaria, constituidos por
particulas de uma silica enxertada de grupamentos quimicos variaveis e a
retencdo das moléculas é feita em fase inversa através de trocas idnicas.

As etapas seguem-se descritas a seguir:

condicionamento do cartucho (agua e metanol)

- colocacao da amostra contendo o farmaco a ser analisado

- lavagem para eliminar as impurezas das amostras (como as proteinas
do plasma, por exemplo)

- eluicdo do farmaco como um solvente do tipo metanol

- evaporacao sob azoto a 56°C e a recuperagao do farmaco seco para

concentrar a amostra a ser analisada.

2. Deteccao do farmaco
A fase seguinte consiste na colocagcdo das amostras no aparelho de
HPLC para separagao. Duas bombas sao utilizadas para a circulagédo da

fase dita “mdvel” (liquido circulante no sistema cromatografico). Os tubos de
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teflon permitem a conexdo das bombas ao sistema cromatografico. A fase
movel é freqlentemente composta de varios solventes (metanol, acetonitrila,
agua) e sais (tampdes, reativos, ions). O injetor é entdo colocado numa
coluna cromatografica (cilindro preenchido pela fase estacionaria), que
permite a separagao. A coluna é seguida de um detector cromatografico
(UV barra de diiodo). Um computador completa esse dispositivo para o
comando cromatografico.

Para a separagao, a eluicdo dos farmacos foi feita em modo isocratico
(proporcao de débito de fase mével constante), ou em gradiente de eluicao.
O gradiente de eluicdo se faz mais freqientemente de modo binario (duas
fases moveis em duas vias diferentes). Um solvente aquoso (agua ou
tampao) é misturado com um solvente organico (acetonitrila ou metanol) de
tal modo que a porcentagem da fase orgénica aumenta com o tempo. Esse
processo permite obter uma boa retengdo dos compostos polares no inicio
da corrida seguido da eluicdo dos compostos menos polares. Esse modo de
eluicdo permite separar os compostos de polaridade muito diferente em um
mesmo cromatograma. Além disso, para cada farmaco, o final do pico é
eluido mais rapidamente do que o inicio, o que favorece uma boa resolugao
com picos finos. A fungdo da bomba é levar a fase mével com uma grande
precisdo de débito, condicdo essencial para a boa reprodutibilidade do
tempo de retencéo. O injetor tem como fungéo injetar pequenos volumes de
amostras (10 a 40 pL) para evitar sua dispersao no sistema cromatografico,
permitindo o escalonamento no cromatograma. A coluna deve receber a fase

estacionaria e geralmente sédo constituidas de acido inoxidavel. A coluna
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utilizada foi uma coluna classica para a fase inversa com um marcador C18
melhorado, constituindo-se de: Protonsil C18 AQ + 150 mm de extensao,
4,6 mm de diametro e 5 ym de granulometria.

O passo seguinte constitui-se no processo de deteccao e quantificagao.
A deteccgao pela absorcao de ultravioleta € o tipo de detecgdo mais utilizado
para a dosagem de IPs e INNTRs. Trata-se de método muito sensivel,
cuja resposta € linear a concentracdo da amostra, segundo a lei de
Beer-Lambert:

A=D.O.=log(lo/l)=¢LC

A= absorbancia

D.O. = Densidade Optica

| = intensidade luminosa incidente

lo = intensidade luminosa transmitida

¢ = coeficiente de extingdo molar caracteristico da substancia estudada

a um dado comprimento de onda em L mol”'ecm™
L: espessura em cm

C = concentracdo em mol.L™

O detector de ultravioleta (UV-VIS) a barras de diiodo é composto de
uma lampada de deutério D2, que emite raios UV e uma lampada de
tungsténio W, emitindo os raios na regido visivel. No sistema de UV a
diferenca de comprimentos de onda varia de 190 a 400 nm. O comprimento

de onda para a deteccao de todos os anti-retrovirais testados € de 210 nm.
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